A Study on Fractionation Process of Tulip Tree Based on Subcritical Water Pretreatment by 김대성
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환경 보존에 대한 관심이 증가하고 석유 자원의 고갈에 대한 우려가 
제기되면서 전통적인 석유 기반 산업으로부터 벗어나기 위한 여러 가지 
노력이 진행되고 있다. 그 중 바이오매스는 자원량이 풍부하면서도 
석유 대체 에너지원과 새로운 화학제품 원료에 대한 요구를 동시에 
충족시킬 수 있어 큰 주목을 받아왔다. 섬유소계 바이오매스는 
셀룰로오스, 헤미셀룰로오스, 리그닌의 세 가지 천연 고분자를 
주성분으로 하는 지구상에서 가장 풍부한 천연자원이다. 섬유소계 
바이오매스로부터 얻은 당은 발효를 통해 바이오에탄올과 같은 연료로 
이용되며 추가적인 생물, 화학적 반응을 통해 석유계 플라스틱 등의 
대체 물질로 이용할 수도 있다. 그러나 복잡한 구조와 다양한 구성 
성분으로 인해 있는 그대로 이용하기에는 한계가 있어 후속 당화, 발효 
등의 공정 효율을 높이기 위한 전처리 공정에 대한 연구가 활발하게 
이루어지고 있다. 이에 산 처리, 염기 처리, 증기 폭쇄 등 여러 가지 
방법들이 제안되고 있지만 아직까지는 가장 효율적이면서 
환경오염으로부터 자유로운 공정은 완성되지 못했다. 또한 대부분의 
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공정은 구성 성분의 선택적인 분리보다는 포도당 생산 효율 증진에만 
초점이 맞추어져 있다. 
본 연구에서는 섬유소계 바이오매스의 활용도를 증대시키기 위해 목
표를 단순히 셀룰로오스의 당화율 향상에만 국한시키지 않고 백합나무
를 모델 물질로 하여 헤미셀룰로오스와 리그닌을 순차적으로 분획하는 
통합적인 공정의 개발을 시도하였다. 헤미셀룰로오스의 분획을 위해 아
임계수 전처리 공정을 이용하였고, 리그닌의 분획을 위해서는 개미산 
전처리와 과산화수소 전처리의 두 가지 방법을 도입하여 평가하였다. 
우선 각 전처리 방법의 성능을 개별적으로 고찰하였고, 다음으로 앞선 
전처리 공정의 반응 생성물을 다음 전처리 공정의 원료로 사용함으로써 
각 공정 간의 연결성을 확보하고자 하였다. 또한 각 전처리 공정 별로 
얻어진 고상 시료에 대해 여러 가지 정성 및 정량 분석을 실시하였고 
효소 당화를 통해 전처리의 성능을 평가하였다. 
 우선 백합나무로부터 헤미셀룰로오스의 분획을 위해 아임계수 
전처리를 실시하고 전처리물의 물리화학적 특성과 효소 당화율을 
가혹성 계수와 연결 지어 고찰해 보았다. 이를 통해 전처리된 
바이오매스의 성질은 반응의 가혹성에 따라 정성적, 정량적으로 모두 
영향을 받음을 알 수 있었고, 특히 헤미셀룰로오스와 같은 셀룰라아제 
당화 방해 물질의 제거가 포도당의 회수에 중요한 역할을 하는 것을 
확인하였다. 다음으로 리그닌의 선택적 분획을 위해 개미산 또는 
과산화수소를 이용하는 두 가지 공정을 도입하여 실험을 실시하였고 그 
결과를 비교, 평가하였다. 헤미셀룰로오스와 리그닌이 제거된 고상 
시료의 정성, 정량적 분석 및 효소 당화를 실시하였다. 두 단계의 
전처리를 거침으로써 헤미셀룰로오스와 리그닌을 높은 비율로 분리해낼 
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수 있었고, 이렇게 얻은 시료의 효소 당화율은 아임계수 전처리만 거친 
시료의 당화율에 비해 급격히 향상되었다. 한편 두 가지 탈리그닌 
공정을 비교한 결과 리그닌 분획율과 셀룰로오스의 순도, 효소 당화율 
등 대부분의 지표에서 개미산 공정이 과산화수소 공정보다 조금 더 
우수한 것으로 밝혀졌다. 그러나 개미산 공정은 탈포르밀화를 위한 
추가적인 처리가 필요하고 반응 조건이 좀 더 가혹하다는 면에서 
보완할 점이 있는 것으로 평가되었다.  
이러한 각각의 개별 공정에 대한 고찰을 바탕으로 최종적으로 
백합나무의 주요 성분을 분획하고 고순도의 셀룰로오스를 얻기 위한 
통합 공정의 청사진을 제시하였다. 
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1.1. 연구 배경 
 
자연에 대한 인류의 끊임없는 호기심은 오늘날의 급속한 기술 
발전을 이루는 원동력이 되어 왔다. 특히 20 세기 이후 여러 가지 
자연현상에 대한 이해가 높아짐에 따라 급속한 과학기술의 발전이 
이루어졌고, 이에 따라 인류 생활의 편의도 크게 증진되었다. 이러한 
급속한 발전의 원동력 중 하나로 석유와 석탄으로 대표되는 화석 
연료의 이용을 들 수 있다. 특히 석유는 상대적으로 운반과 저장이 
쉽고 다른 형태의 에너지로 전환하기가 쉬워 그 동안 중요한 연료로서 
이용되어 왔다. 또한 원유의 정제 과정에서 얻은 여러 가지 형태의 
탄화수소들은 플라스틱으로 대표되는 화학제품의 발전에 크게 기여해 
왔다.  
그러나 이러한 화석 연료는 탄소의 순환 주기가 매우 길어 다시 
생성되기까지의 시간이 오래 걸리는 것으로 알려져 있기 때문에 현재와 
같은 속도로 사용량이 늘어날 경우 머지않은 미래에 자원이 고갈될 
것이 우려되고 있는 상황이다. 또한 화석 연료의 무분별한 이용에 따른 
이산화탄소의 배출량 증가와 그에 따른 환경 파괴 및 지구 온난화는 
이미 세계적인 문제로 대두되고 있다. 이러한 상황 속에서 각종 환경 
관련 법규와 규제 또한 날로 강화되어 가고 있으며, 자원의 불균등 
분포로 인한 자원 민족주의가 날로 심해짐에 따라 국가의 안보에까지 
영향을 미치고 있는 실정이다. 이러한 배경을 바탕으로 미국과 일본을 
비롯한 선진국에서는 이미 수십 년에 걸쳐 화석 연료를 대체할 수 있는 
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다른 자원에 대한 연구를 진행해 오고 있는데, 태양열 및 태양광, 수력, 
지열, 풍력, 바이오매스 등이 유력한 후보로 제시되고 있다. 이러한 
대체 자원들은 화석 자원과는 달리 재생 가능한 것들로 주로 
에너지원으로서의 이용에 초점이 맞춰져 있으며, 아직 그 효율성이나 
경제성이 화석 자원에 미치지 못하는 경우가 많은 것으로 알려져 있다.  
그 중 바이오매스로 대표되는 바이오 자원은 에너지원뿐만 아니라 
여러 가지 화학제품의 원료로도 쓰일 수 있다는 점에서 주목 받고 있는 
자원이다[1]. 이는 바이오매스가 기본적으로 석유처럼 탄소와 수소를 
기반으로 이루어졌다는 점에서 기인한 것이다. 특히 그림 1-1 에 
나타난 바와 같이 바이오매스를 이용하는 경우 탄소가 순환하는데 
걸리는 시간이 수십 년 정도에 불과하며 식물의 생장 과정에서 
지구온난화의 주범인 이산화탄소를 흡수하므로 환경적으로도 이점을 
가지고 있다. 따라서 기존의 석유 정제에 대한 대안으로 바이오 
리파이너리가 주목을 받고 있으며 기술 선점을 위한 경쟁이 전 





















1.2. 섬유소계 바이오매스 
 
바이오매스의 사전적 의미는 어느 시점에 임의의 공간 내에 
존재하는 특정 생물체의 총량을 뜻한다[2]. 그러나 최근에는 
자원으로서의 중요성 때문에 연료나 에너지원으로 쓰일 수 있는 
생물체로부터 유래한 유기 자원을 총칭하는 의미로 더 널리 사용되고 
있다. 이는 동식물 및 미생물, 또는 그로부터 나오는 부산물과 폐기물을 
포함하는 개념으로 적절한 변환 과정을 거치면 에너지원 또는 산업 
재료로 이용할 수 있게 된다. 지구상에 존재하는 바이오매스의 총량은 
약 1.84 x 109 톤으로 추정되며, 우리 나라에서는 연간 1 억 톤 가량의 
바이오매스가 생산되는 것으로 보고되고 있다[3]. 
바이오매스를 분류하는 방법에는 여러 가지가 있으나 일반적으로 
식물로부터 유래한 바이오매스를 분류할 때는 다음과 같이 3 개의 
세대로 구분할 수 있다[4]. 1 세대 바이오매스는 옥수수와 사탕수수로 
대표되는 곡물과 팜 등의 식물유를 포함하며 바이오에탄올이나 
바이오디젤을 얻기 위한 생산 공정이 매우 간단하고 생산비용이 적게 
든다는 장점이 있다. 현재 미국이나 브라질에서 바이오에탄올의 원료로 
가장 많이 사용하고 있는 것이 바로 1 세대 바이오매스이다. 그러나 
1 세대 바이오매스의 대부분은 식량으로도 쓰이기 때문에 식량 안보와 
윤리적 측면에서 문제점을 가지고 있다. 또한 넓은 경작지 확보를 위한 
추가적인 환경의 훼손이 필수적이라는 결점을 가지고 있다.  
이에 대한 대안으로 제시되고 있는 것이 섬유소계 바이오매스라고도 
불리는 2 세대 바이오매스이다. 2 세대 바이오매스는 목질계와 초본계, 
그리고 이들의 부산물과 폐기물을 포함하는데, 1 세대 바이오매스와는 
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달리 비식용 식물을 이용하므로 윤리적인 문제에서 비교적 자유로우며 
가격이 비싸지 않다. 또한 지구상의 재생 가능한 자원 중 가장 많은 
생산량을 가지고 있다는 것도 장점이다[5]. 그러나 복잡한 구조와 
성분으로 인해 추가적인 처리 공정을 필요로 한다는 단점이 있다.  
3 세대 바이오매스는 바다에서 나는 해조류로서 주로 당의 원료가 
되는 김, 미역, 다시마 등의 거대 조류와 바이오디젤의 원료가 되는 
미세조류를 포함한다. 특히 3 세대 바이오매스는 성장 속도가 빠르고 
단위 면적당 생산량도 많아 차세대 재생 가능 자원으로 주목을 받고 
있다. 그러나 바다에서 대량 생산 및 운반, 가공 등에 기술적 한계가 
있어 아직은 극복해야 할 점이 더 많은 것으로 알려져 있다. 
현재 바이오매스에 대한 연구는 대부분 2 세대인 섬유소계 
바이오매스를 당화시켜 바이오에탄올을 생산하는데 맞춰져 있다. 
섬유소계 바이오매스를 산업적으로 이용하는데 있어서 가장 큰 
걸림돌이 되는 것은 섬유소계 바이오매스 특유의 구조와 구성 성분이다. 
섬유소계 바이오매스는 크게 셀룰로오스, 헤미셀룰로오스, 리그닌의 세 
가지 천연 고분자로 구성되는데, 각각의 대략적인 분자 구조를 그림 1-
2 에 나타내었다. 여기에 지질, 클로로필, 단백질, 무기질 등의 성분이 
소량 포함되는데, 그 종류나 조성은 식물의 종에 따라 큰 차이를 
보인다.  
셀룰로오스는 단량체인 포도당이 β-1,4 글리코사이드 결합을 통해 
연결되어 있는 선형의 고분자이며 지구상에서 가장 풍부한 천연 
고분자이다[6]. 녹말 역시 포도당만으로 이루어진 고분자이나 결합 
형태가 α-1,4 결합으로 분자가 나선 형태를 띠어 조직이 성기기 
때문에 물 분자가 침투하기 쉬워 수용성을 지니며 효소에 대한 
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저항성이 낮아 인간이 소화시킬 수 있다. 반면 셀룰로오스는 포도당 
분자의 규칙적인 배열과 이들 분자가 가지는 수산화기(-OH) 사이에 
일어나는 수소결합으로 인해 직선 형태의 안정된 사슬을 형성하며 
특유의 결정성을 가지게 된다. 따라서 셀룰로오스는 물이나 일반적인 
유기 용매에 잘 녹지 않으며 산이나 알칼리에 대한 높은 저항성을 
가지게 된다.  
헤미셀룰로오스는 5 탄당인 자일로오스를 주요 구성 당으로 하며, 
기타 아라비노오스, 만노오스, 갈락토오스, 포도당 등도 일부를 
구성한다. 헤미셀룰로오스는 고분자를 구성하는 단량체가 다양하며 
가지 형태의 구조를 가지고 분자량이 상대적으로 작다는 점에서 
셀룰로오스와 차이를 보인다[6]. 이러한 차이는 상대적으로 효소나 산, 
물 등에 의한 공격에 취약한 특징으로 나타난다.  
리그닌은 셀룰로오스에 이어 자연계에서 두 번째로 풍부한 
고분자로서 페닐프로판 류의 방향족 단량체들이 탄소-탄소 또는 
에테르 결합을 하고 있는 고분자라는 점에서 앞서 언급한 두 고분자와 
차이점을 보인다. 식물체에서는 세포벽 내에 존재하여 접착제와 같은 
역할을 하며 기계적 강성을 부여한다. 주로 제지 산업에서 부산물의 
형태로 얻어지며 저급 연료 또는 충진제 등의 제한된 용도로 사용되고 
있으나 최근 부가가치를 높일 수 있는 이용 방법에 대한 연구가 
활발하게 진행되고 있다[7, 8].  
섬유소계 바이오매스는 여러 가지 물질의 혼합물이기 때문에 연료 
등으로 이용하기 위해서는 전처리와 같은 추가적인 가공이 필요하며, 
이는 곧 추가적인 공정의 도입으로 인한 경제성의 문제로 이어진다. 
최근 고유가 시대가 지속되면서 상대적으로 바이오매스를 이용한 
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공정의 가격 경쟁력이 증가 하였다고는 하나 최종적으로는 그 
자체적으로 경제성을 가지는 공정의 개발이 필수적이다. 최근까지는 
바이오에탄올 생산에 있어 사탕수수나 옥수수의 대체 물질로 섬유소계 
바이오매스를 이용하려는 연구가 주를 이루었기 때문에 셀룰로오스의 
수율 및 효소 당화율 향상을 위한 전처리 방법에 연구의 초점이 맞춰져 
왔으나 이것만으로는 한계가 있다. 따라서 표 1-1 에 정리한 바와 같이 
셀룰로오스 뿐만 아니라 헤미셀룰로오스, 리그닌 등의 고부가가치 
활용에 대한 연구가 필요하며 전체 바이오 리파이너리 공정을 
통합적으로 바라보는 안목이 필요하다. 특히 바이오매스로부터 
분리하여 얻은 물질들을 화학제품의 원료로 이용하는 경우 연료로 
이용할 때보다 더 높은 부가가치를 창출해낼 수 있다. 이를 위해 
전처리 과정에서 바이오매스의 주요 구성 성분들을 효과적으로 





표 1-1. 분획된 셀룰로오스, 헤미셀룰로오스, 리그닌의 용도 
 
물질 명 용도 
셀룰로오스 바이오연료: bio-ethanol, bio-butanol 등 
셀룰로오스계 섬유: Lyocell, Tencel 등  
셀룰로오스 유도체: 필터, 필름, LCD 편광판 등  
고분자 단량체: putrescine, FDCA, isosorbide 등 
 
헤미셀룰로오스 바이오연료: bio-ethanol 등 
단당 또는 올리고당: 프리바이오틱스, 기능성 당류 등  
화학제품 원료: furfural, levulinic acid 등 
 
리그닌 미세 입자 또는 탄화물: 항산화제, 탄소 섬유, 그래핀, 
형광 바이오 마커 등  
페놀계 고분자 단량체  











1.3. 연구 내용 및 범위 
 
본 연구에서는 섬유소계 바이오매스를 효율적으로 활용하기 위한 
바이오 리파이너리의 일부로서 백합나무를 모델 물질로 하여 주요 구성 
성분인 셀룰로오스, 헤미셀룰로오스, 리그닌을 분획하는 통합된 전처리 
공정을 제시하고자 하였다. 또한 전처리 후 얻어진 셀룰로오스의 
당화율 향상뿐만 아니라 추가적인 화학반응을 통한 고부가가치화를 
위해 셀룰로오스의 순도 향상에도 주안점을 두었다.  
이를 위하여 활엽수의 일종인 백합나무를 원료로 선정하였고, 주요 
세 성분의 분획을 위해 두 가지 단계의 공정을 도입하였다. 먼저 
화학적으로 가장 불안정한 헤미셀룰로오스의 제거를 위해 아임계수 
전처리를 도입하였고, 주요 실험 변수를 하나로 묶어 그에 따른 전처리 
산물의 특성 변화에 대해 고찰하였다. 다음으로 앞에서 얻어진 고상의 
아임계수 전처리물에서 리그닌을 제거함으로써 고순도의 셀룰로오스를 
얻는 공정을 연구하였다. 이를 위해 알려진 방법 중 아직 연구 결과가 
많이 보고되지 않은 개미산과 과산화수소를 공정에 도입하였으며 
리그닌의 분획률과 얻어진 셀룰로오스의 순도에 대해 비교 분석하였다. 
각 개별 공정에 의해 얻어진 고상 전처리물에 대한 효소 당화율 분석도 
진행하였다. 본 연구를 통해 얻은 결과들은 전체 목질계 바이오 
리파이너리 공정 개발에 대한 기초적인 정보를 제공하고 보다 개선된 
연구 방향을 제시하게 될 것이다.    
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1.4. 선행연구 검토 
 
앞에서도 설명했듯이 전처리는 섬유소계 바이오매스의 활용에 있어 
가장 중요한 공정이다. 그 중요성만큼이나 다양한 전처리 방법에 대한 
연구가 시도되어 왔으며, 주로 후속 당화 및 발효 공정의 효율 향상에 
초점을 맞추어 개별 공정에 대한 연구가 진행되었으나 각 공정을 
조합하는 연구도 보고된 바 있다. 각 전처리 방법은 장단점을 가지고 
있으며, 식물체의 종이나 구성 성분, 환경 등에 따라 다르게 적용될 수 
있어 어느 것이 우수하다고 섣불리 결론 내릴 수는 없다[10]. 개별 
전처리 공정은 바이오매스의 구조와 화학 성분에 어떤 식으로 영향을 





1.4.1. 생물학적 전처리 
 
생물학적 전처리는 주로 리그닌이나 헤미셀룰로오스 분해 효소를 
함유한 미생물을 이용한 전처리 방법이다. 생물학적 전처리에 주로 
사용되는 미생물로는 갈색부후균, 흰색부후균 또는 연부후균 등이 
있으며, 특히 흰색부후균은 페록시다아제나 락카아제와 같은 리그닌 
분해 효소를 통해 섬유소계 바이오매스의 물리화학적 구조를 변화시켜 
당화율을 높이는데 효과적인 역할을 하는 것으로 알려져 있다[12]. 
생물학적 전처리는 장치비용이 저렴하고 에너지가 적게 들며, 반응 
조건이 덜 가혹하다. 또한 화학약품의 사용이 필요하지 않은 것도 
장점이다. 그러나 가수분해의 속도가 매우 느리고 환경의 제약을 다소 





1.4.2. 물리적 전처리 
 
물리적 전처리법은 일반적으로 기계적인 분쇄, 연마, 절삭 등을 
포함하는 것으로 주 목적은 기계적 압력을 통해 바이오매스 입자의 
크기, 바이오매스의 중합도와 결정화도를 감소시키고 표면적을 
높임으로써 당화 효율을 증진시키는데 있다. 그러나 리그닌이나 
헤미셀룰로오스 등의 성분이 그대로 남아 있으므로 근본적인 한계가 
있으며, 에너지의 사용량도 종이나 함수율, 입자의 크기에 따라 
다르기는 하나 대체로 큰 편이다[14]. 기계적 분쇄는 에너지 소모가 
많아 대형화하기 어렵고 단일 방법으로는 경제성이 부족하나[15] 
물질간의 접촉 면적을 넓히고 셀룰로오스의 결정화도 감소에 영향을 
주므로 다른 전처리 방법에 앞서 행해지는 경우 좋은 효과를 기대할 수 
있다. 최근에는 압출법이나 극초단파를 이용한 전처리 방법에 대한 
연구가 활발하게 진행되고 있다[16, 17]. 이러한 방법들은 엄밀하게는 
전형적인 물리적 전처리 방법은 아니고 다른 형태의 전처리 방법과 





1.4.3. 화학적 전처리 
 
알칼리 전처리 (Alkali pretreatment) 
알칼리 전처리는 주로 리그닌의 용해에 보다 효과적인 것으로 
알려져 있으며 셀룰로오스나 헤미셀룰로오스의 용해도에 대한 영향은 
산 전처리이나 수열 전처리법에 비해 적은 편이다[18]. 알칼리 
전처리에 쓰이는 물질은 주로 나트륨이나 칼륨, 칼슘, 암모늄 등의 
수산화물로서 특히 수산화나트륨을 사용하는 경우 셀룰로오스 분자의 
팽윤(swelling)을 일으켜 결정성을 떨어뜨리고 표면적을 증가시키는 
것이 보고되어 있다[19].  
최근에는 수산화칼슘을 이용한 전처리 방법에 대한 연구도 많이 
보고되고 있으며 목질계보다는 주로 초본계 바이오매스를 이용한 
연구가 이루어져 왔다[20-23]. 수산화칼슘 전처리의 경우 
수산화나트륨이나 수산화칼륨과 같은 강염기를 사용하는 것보다 안전성 
면에서 우수하며 이산화탄소와 반응시키면 쉽게 회수가 가능하므로 
경제성도 확보할 수 있어 주목받고 있다[24]. 
그 외에도 알칼리 조건에서 과산화수소와 같은 산화제를 첨가하는 
방법도 보고되어 있다[25]. 과산화수소의 리그닌에 대한 산화 반응은 
pH 에 매우 의존적인 것으로 알려져 있으며, 일반적으로 pH 11.5 
이상의 염기성 조건에서 반응이 이루어진다. 이 방법의 경우 일반 
알칼리 전처리법에 비해 리그닌 제거율이 높고 가수분해의 결과로 
푸르푸랄(furfural)이나 히드록시메틸푸르푸랄(hydroxymethyl furfural, 




산 전처리 (Acid pretreatment) 
산 전처리는 크게 강산 전처리와 약산 전처리를 포함하는 방법으로 
주로 헤미셀룰로오스와 일부 리그닌 성분을 가수분해 시킴으로써 
셀룰로오스에 대한 효소의 접근성을 높이는데 목적이 있다. 그 중 강산 
전처리는 다량의 폐수를 발생시키고 가수분해의 결과로 효소 당화를 
방해하는 다양한 부산물이 생성되며 장치의 부식을 야기하는 등의 
단점이 있는 것으로 보고되어 있다[26]. 
약산 전처리는 오랜 시간 동안 가장 널리 연구되고 있는 전처리 
방법으로 상업화에도 비교적 근접해 있다고 평가되고 있다. 산으로는 
황산이 가장 많이 이용되며 그 밖에도 염산, 질산, 인산 등에 대한 
연구도 보고되었다[24]. 대부분 약산 전처리 조건은 160~220 ℃의 
온도와 수초 내지 수분의 시간 동안 이루어지는 것으로 알려져 있다. 
전처리 시간 동안 헤미셀룰로오스는 산 가수분해에 의해 자일란과 같은 
올리고당이나 단당류의 형태로 분해된다. 이 공정의 단점은 
헤미셀룰로오스로부터 생성된 단당류와 올리고당의 일부가 추가적인 
반응을 통해 불필요한 부산물을 생성한다는 점이다. 주요한 당화 및 
발효 억제제로는 푸르푸랄, HMF, 레불린산, 개미산, 초산 등이 있다. 
생성된 부산물들로 인해 당의 전체 수율이 낮아질 뿐만 아니라 후속 
발효공정에서 미생물의 활성에 악영향을 끼치게 된다. 이러한 단점을 
보완하기 위해 두 단계에 걸친 약산 전처리법이 보고되었는데, 이 
공정을 통해 헤미셀룰로오스 유래 당의 수율이 높아지고, 셀룰로오스의 
구조가 분해되기 쉽게 변해 최종적인 당화율이 크게 향상되는 것으로 
보고되었다[27, 28]. 
그 외에도 헤미셀룰로오스의 분해 과정에서 생성되는 유기산을 황산 
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대신 넣어 전처리에 이용하는 연구도 이루어지고 있다. 푸마르산이나 
말레산을 이용한 약산 전처리에 대한 연구 결과가 보고된 바 있으며, 
이 경우 황산을 사용했을 때 보다 푸르푸랄과 같은 부산물의 생성이 
줄어드는 것이 관찰되었다[29]. 초산이나 개미산 역시 약산 가수분해의 
부산물로 관찰되는 유기산으로 초기에는 제지 공학 분야에서 
헤미셀룰로오스와 리그닌의 제거를 위한 목적으로 연구가 시작되었으나 
점차 섬유소계 바이오매스의 전처리에 대한 적용이 시도되고 있다[30, 
31].  
 
오존 전처리 (Ozonolysis) 
오존을 이용한 전처리에 대한 연구는 1980 년대 이후 활발하게 
이루어져 왔으며, 이는 주로 오존의 강력한 산화력에 의한 리그닌과 
헤미셀룰로오스의 분해에 기인한다[13]. 오존 전처리는 상온, 상압에서 
반응이 가능하고 부산물의 생성이 산 전처리에 비해 상대적으로 적으며 
리그닌의 제거 수율이 높다는 장점을 가지고 있다[32]. 그러나 필요한 
오존의 양이 많고 이에 따른 운전 비용이 많이 든다는 단점이 있다.  
 
유기용매 전처리 (Organosolv) 
유기용매 전처리는 유기용매 또는 그 수용액을 이용하여 섬유소계 
바이오매스로부터 리그닌과 헤미셀룰로오스를 추출해내는 전처리 
방법이다. 낮은 끓는점을 가지는 유기용매를 사용할 경우 전처리 후 
유기용매의 회수 및 재활용이 비교적 쉽고, 비교적 순수한 형태의 
리그닌을 얻을 수 있다는 장점이 있다[33]. 유기용매로는 메탄올, 
에탄올, 에틸렌글리콜, 아세톤, 디메틸퓨란, 디메틸아세테이트 등 
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다양한 물질이 적용되어 왔다. 여기에 추가로 산을 촉매로 이용하기도 
하는데, 산을 첨가하는 경우 약 185 ℃ 이상의 높은 온도에서는 리그닌 
제거에 별다른 도움이 되지 않으나 헤미셀룰로오스의 제거율은 
높아지는 것이 보고된 바 있다[34]. 그러나 이 공정은 전처리에 
사용되는 유기용매가 대부분 높은 휘발성과 인체에 대한 독성을 띄며 
후속 당화 및 발효 공정에도 부정적인 영향을 주므로 추가적인 세척이 
필수적이라는 단점을 가지고 있다.  
 
이온성 액체 전처리 (Ionic liquid pretreatment) 
이온성 액체 전처리법은 약 10 여년 전 이온성 액체에 의한 셀룰로
오스의 용해가 보고되면서 주목받기 시작하였으며[35], 최근 이온성 액
체에 대한 관심과 이해가 급격히 증가함에 따라 새롭게 대두되고 있는 
전처리 방법이다. 이온성 액체의 일반적인 성질로는 비교적 낮은 온도 
(100 ℃ 이하) 에서 액체 상으로 존재하며 휘발성이 거의 없고 불연성
이며 고이온 도전성을 가진다는 점 등이 있다. 또한 양이온과 음이온의 
조합을 달리하여 물성을 조절할 수 있기 때문에 매우 다양한 성질을 가
지도록 조절할 수 있다. 일부 이온성 액체는 강력한 수소결합의 생성으
로 인해 셀룰로오스의 용해에 탁월한 효과를 보이는 것으로 알려져 있
으며, 이렇게 이온성 액체 전처리로 얻어진 반응물은 구조적으로 효소 
당화에 유리하게 변형되며 부산물의 생성이 적다. 또한 산성 이온성 액
체를 사용하는 경우 셀룰로오스를 가수분해 시켜 올리고머 형태로 얻을 
수 있음을 확인하였다[36]. 이는 후속 당화 공정에서 효소의 사용량을 
획기적으로 줄일 수 있음을 의미한다. 이러한 장점들에도 불구하고 이
온성 액체 전처리 공정이 상업화 되기에는 많은 난관이 있다. 이온성 
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액체의 비싼 가격으로 인한 효율적인 회수 및 재활용 공정의 개발은 여
전히 숙제로 남아 있으며, 이온성 액체의 당화, 발효 공정에 대한 영향
도 추가적으로 검증되어야 한다. 셀룰로오스의 추출 후 용액으로부터 






1.4.4. 물리화학적 전처리 
 
증기 폭쇄 (Steam explosion) 
증기 폭쇄는 가장 널리 도입된 물리화학적 전처리 방법으로 
바이오매스를 고온, 고압의 증기에 수초 내지 수분 동안 노출시킨 뒤 
순간적인 압력 강하를 시킴으로써 이루어진다. 이 방법은 고온의 
증기에 의한 화학적 가수분해와 순간적인 압력 변화에 따른 물리적인 
구조의 변화를 동시에 일으킬 수 있다. 증기 폭쇄를 통해 
헤미셀룰로오스가 가수분해되어 제거되며 고온에 의한 리그닌의 변형도 
관찰된다[13]. 지금까지 소나무[38], 밀짚[39], 유칼립투스[40], 올리브 
찌꺼기[41] 등 다양한 종류의 섬유소계 바이오매스에 대한 연구가 
보고되었다. 
산 촉매를 첨가한 증기 폭쇄 기술 개발도 많이 이루어져 왔다. 산을 
사용하게 되면 장치의 부식을 야기시키고 반응 부산물의 양이 
늘어난다는 단점이 있지만, 그럼에도 불구하고 산 촉매에 의해 
헤미셀룰로오스의 가수분해와 용해가 가속화되므로 반응 온도를 낮출 
수 있고 부분적인 셀룰로오스의 가수분해를 일으켜 당화율을 향상시킬 
수 있다는 장점이 있다[42, 43]. 특히 황산 촉매를 이용한 증기 폭쇄는 
무촉매 증기폭쇄의 효과가 그다지 크지 않은 침엽수를 전처리할 때 
매우 효과적인 것으로 보고되었다[42].  
증기 폭쇄는 전처리에 걸리는 시간이 비교적 짧고 (수 분 이내) 
헤미셀룰로오스의 제거에 유리하다는 장점이 있다. 그러나 당화 저해 
물질의 생성과 상대적으로 고온 (160~260 ℃) 이 필요한 점은 




아임계수 처리 (Subcritical water pretreatment) 
아임계수 전처리는 흔히 열수 전처리(hot compressed water 
pretreatment) 로 불리기도 하는데 다른 촉매나 화학물질을 첨가하지 
않고 오직 물만을 이용하며, 증기 폭쇄와는 달리 빠른 감압 공정이 
없다는 특징이 있다[11]. 아임계수 전처리는 일반적으로 160~240 ℃ 
정도의 온도에서 이루어지며 물의 액상을 유지하기 위해 높은 압력이 
가해진다. 증기 폭쇄와 마찬가지로 주로 헤미셀룰로오스의 가수분해를 
통한 제거를 목표로 하며 조건에 따라 다르지만 일반적으로 약 80% 
이상의 헤미셀룰로오스 제거율을 보인다. 아임계수의 기본적인 반응 
기작은 약산 가수분해 또는 증기 폭쇄와 매우 유사한 형태를 나타낸다. 
지금까지 다양한 종류의 섬유소계 바이오매스에 대해 아임계수 전처리 
연구가 이루어졌는데 왕겨[44], 밀짚[45, 46], 볏짚[47], 유칼립투스[48], 
기름야자 잎[49] 등을 포함한다. 
아임계수 전처리는 다른 화학물질을 첨가하지 않으므로 촉매나 
내부식성 소재의 사용에 따른 비용을 절감할 수 있고 대부분의 
헤미셀룰로오스를 제거할 수 있다는 장점이 있다. 또한 고상 물질을 
함유한 슬러리의 이송 문제만 해결된다면 연속식으로 제작하기에 
적합한 공정이다. 증기 폭쇄와 비교해 당의 회수율이 높으며 발효 저해 
물질의 생성도 적은 편이다. 그러나 상대적으로 고온, 고압의 운전 







암모니아 폭쇄 (Ammonia fiber explosion, AFEX) 
암모니아 폭쇄 공정은 미시간주립대학교의 Dale 등이 제안한 
방법으로 먼저 고온, 고압 조건에서 바이오매스를 액상의 무수 
암모니아에 노출시킨다. 일정 반응 시간이 지나면 순간적인 감압이 
이루어지면서 암모니아의 기화가 일어나는데, 이 영향으로 인해 
셀룰로오스 섬유 구조의 팽윤과 같은 물리적 변화가 일어난다. 증기 
폭쇄나 아임계수 전처리와 같은 다른 전처리 공정은 전처리 후 
발생하는 슬러리를 액상과 고상으로 분리하여야 하나 암모니아 
폭쇄에서는 오직 고상 시료만이 얻어진다[11]. 
암모니아 폭쇄는 셀룰로오스를 팽윤시켜 결정성을 떨어뜨림과 
동시에 리그닌과 탄수화물 사이의 결합을 약화시키는데 영향을 주는 
것으로 보고되고 있다[50]. 따라서 흡수력이 증가하고 효소에 의한 
당화율이 높아져 당의 회수가 용이해진다[51]. 이 공정의 또다른 
장점으로는 리그닌 제거에 효과적인 점, 부산물의 생성이 적은 점, 
전처리 후 대부분의 탄수화물이 온전하게 보존된다는 점을 들 수 있다. 
그러나 고온, 고압의 암모니아를 사용하는데 따른 안전성의 문제와 











앞 절에서도 언급했듯이 아임계수 전처리법은 물만을 용매로 
이용하므로 환경 부담이 상대적으로 적고 헤미셀룰로오스를 제거하는데 
장점을 가지고 있어 이전부터 많은 연구가 이루어져 왔다. 따라서 본 
연구에서는 섬유소계 바이오매스의 주요 성분을 분획하기 위한 첫 단계 
공정으로서 아임계수 전처리를 선택하였다. 이 공정에서는 특히 반응 
온도와 체류 시간이 전처리 결과와 뒤따르는 당화 및 발효 공정에 
영향을 미치는 가장 중요한 공정 변수로 인식되어 왔다. 1987 년 
Overend 와 Chronet 이 두 공정 변수를 하나의 인자로 묶은 반응 
좌표(reaction ordinate)의 개념을 처음으로 증기 폭쇄에 도입한 이래 
많은 연구자들의 노력에 의해 가혹성 계수(severity factor)로 
발전하였고, 다수의 연구자들이 이와 관련된 연구를 수행하여 왔다[53-
55]. 그러나 전처리물의 물리화학적 성질과 당화에 대한 가혹성 계수의 
영향을 종합적으로 분석한 예는 거의 없었다. 본 연구에서는 
백합나무를 이용하여 아임계수 전처리와 당화를 실시하였고, 이때 반응 
조건이 전처리물의 성질과 당화율에 어떤 영향을 주는지를 가혹성 





2.1.1. 아임계수의 특징과 전처리 반응 기작 
 
물은 지구상에서 가장 흔하며 인체와 환경에 해가 없는 물질이다. 
또한 산업에서 가장 널리 이용되는 용매 중 하나이다. 상온, 상압의 
물은 수소결합을 하고 있고 유전상수가 약 80 정도로 극성을 띠므로 
전해질이나 극성 물질은 잘 녹이지만 극성이 약한 유기물은 거의 
녹이지 못하므로 쓰임새에 다소 제한이 있다.  
그러나 물의 온도와 압력을 변화시키면 그림 2-1 에 나타낸 바와 
같이 여러 가지 물성이 변하게 된다. 이러한 주 원인은 온도의 상승에 
따른 물의 수소결합 상태의 변화 때문으로 해석된다[56]. 특히 
임계점(374 ℃, 221 bar) 이상의 초임계수가 되면 유전상수(dielectric 
constant) 나 이온곱(Ionic product) 농도가 극적으로 변하면서 상온의 
물과는 전혀 다른 성질을 가지게 된다. 유전상수는 온도가 상승함에 
따라 점점 감소하다가 임계점 근처에서 급격히 떨어지게 되고 400 ℃, 
300 bar 정도의 초임계 상태에서는 약 6 까지 떨어진다고 알려져 
있다[57]. 이는 헥산과 같은 비극성 용매와 비슷한 수준으로 
상온에서는 녹이지 못하던 여러 가지 비극성 물질들에 대한 용해도를 
가지게 됨을 의미한다. 이온곱 농도는 약 250 ℃ 부근까지 증가하다가 
점점 감소하며, 초임계 상태가 되면 급격히 감소하는 경향을 보인다. 
따라서 초임계 상태보다는 아임계 상태일 때 이온 반응에 더 유리함을 
알 수 있다. 그러나 초임계 상태에서는 강력한 라디칼 반응장을 이루며 
물 자체의 산화력이 매우 강해지기 때문에 산화반응에 매우 유리하여 
여러 가지 산화 반응에 이용되고 있다[58, 59]. 그러나 섬유소계 
바이오매스를 전처리하는 경우 매우 짧은 반응 시간에도 대부분의 
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성분이 분해되며, 셀룰로오스가 분해되었을 때 포도당에 대한 선택성도 
높지 않은 것으로 알려져 있다[60, 61].  
아임계수에 대한 정의는 연구자마다 조금씩 다르나 많은 경우 
끓는점 이상, 임계점 이하의 온도에서의 물을 아임계수로 정의하는 
경우가 많다[62]. 그림 2-1 과 같이 아임계수는 이온곱 농도를 
제외하고는 대체로 상온 및 초임계 상태의 물의 중간 정도의 성질을 
보인다. 상온이나 초임계 상태의 물에 비해 높은 H+와 OH-이온 
농도는 가수분해와 같은 산 또는 염기 촉매 반응을 가속시키는 역할을 
한다[63]. 셀룰로오스는 분자간 수소결합과 그에 따른 결정성으로 인해 
가수분해에 대한 저항성이 큰 편이다. 따라서 아임계수는 분자량이 
작고 가지 구조로 인해 결정성이 낮은 헤미셀룰로오스만을 선택적으로 
가수분해하여 분리함에 있어 초임계수에 비해 유리한 점을 가지고 있다.  
아임계수 전처리의 반응 기작은 다음과 같이 알려져 있다[64]. 먼저 
아임계수의 자기가수분해(autohydrolysis)에 의해 헤미셀룰로오스 
말단에 붙어있는 아세틸기 또는 유론기 등이 떨어져 나와 유기산이 
형성된다. 일단 해리된 유기산은 반응장 내의 pH 를 더 낮추는 역할을 
할 뿐만 아니라 산 촉매로서도 작용한다. 따라서 섬유소계 
바이오매스의 각 성분, 특히 헤미셀룰로오스와 일부 리그닌의 
가수분해와 용해를 촉진시키는 역할을 하는데 이는 약산 가수분해법의 


























그림 2-1. 280 bar 의 압력에서 온도 변화에 따른 물의 성질 변화. 
(a) 밀도 (b) 이온곱 농도 (c) 유전상수 (d) 점도 [65]  
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2.1.2. 가혹성 계수 (Severity factor) 
 
아임계수 전처리를 비롯한 수열 반응에 있어서 반응 온도와 체류 
시간은 반응의 전환율이나 수율에 가장 큰 영향을 미치는 변수들이다. 
산이나 알칼리 등의 촉매를 사용하는 경우 반응 용액의 pH 도 중요한 
변수가 되나 여기서는 다른 첨가물이나 촉매를 사용하지 않으므로 
고려하지 않기로 한다. 같은 온도에서 시간을 얼마나 달리 했는지 또는 
같은 시간 동안 얼마나 다른 온도에서 처리했는지에 따라 그 반응의 
결과가 달라지며, 다른 온도와 시간 동안 전처리 했어도 비슷한 결과를 
얻는 경우도 있다. 따라서 두 변수를 하나로 묶어 한꺼번에 고려한다면 
전체적인 전처리의 반응 기작을 이해하기 더 쉬워지며, 나아가 공정을 
설계하는데 있어서도 유용한 정보를 제공할 수 있다.  
이러한 노력은 이미 1900 년대 중반부터 펄프 및 제지 학계를 
중심으로 이루어져 왔다. Brasch 와 Free[66]는 P 계수(P factor) 의 
개념을 도입하였고, Sjöström 은 이를 발전시켜 시간에 대한 반응 
속도의 비인 H 계수(H factor) 를 도입하였다. Overend 와 
Chronet[53]은 이를 바탕으로 섬유소계 바이오매스의 전처리에 
적용하여 오늘날 대부분의 연구자들이 전처리의 반응 정도를 
평가하는데 사용하고 있는 가혹도(severity)를 정의하고 가혹성 계수로 
나타내었다. 가혹성 계수는 당초 전처리 조건에 따른 헤미셀룰로오스의 
분해 정도를 계산하기 위하여 도입되었으나 전처리 후의 무게 변화 및 
여러 가지 반응 생성물의 수율, 중합도, 효소 당화율, 화학 조성 변화 
등 전처리 전후 발생하는 여러 가지 다른 현상을 분석하는데도 
유용하게 쓰일 수 있다는 것이 밝혀졌다[55, 67]. 
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몇 가지 가정으로부터 가혹성 계수를 구할 수 있다. 우선 전처리 
반응은 한 단계로 이루어진 1 차 비가역 반응이다. 또한 반응은 
아레니우스 온도 의존성을 가진다. 이로부터 전처리 온도에서의 반응 
속도와 기준 온도에서의 반응 속도의 비를 구하면 가혹성 계수의 식을 
얻을 수 있다.  
 










이때 t 는 반응 시간(min), k 는 전처리 온도에서의 반응 속도 상수, 
kr 은 기준 온도에서의 반응 속도 상수, T 는 전처리 온도(℃), Tr 은 
기준 온도(100 ℃), ω는 기준 온도에서의 활성화 에너지와 관련된 
상수로 대부분의 경우 14.75 를 사용한다. 따라서 주어진 상수값을 
대입하여 다시 정리하면 다음과 같다. 
 




이처럼 주어진 온도와 시간을 알면 전처리 반응의 가혹성 계수 R0 를 
계산할 수 있는데, 이 값은 그대로 사용하지 않고 로그를 취한 값을 
이용한다. 본 논문에서 가혹성 계수를 언급할 때는 모두 Log R0 의 





2.2. 재료 및 장치 
 
2.2.1. 원료의 선정 
 
전처리 공정이 경제성을 가지기 위해서는 다양한 종류의 섬유소계 
바이오매스에 대해 범용적인 적용이 가능해야 한다. 그러나 개발하고자 
하는 전처리 공정에 대해 수많은 종류의 바이오매스를 모두 적용해 
보기에는 여러 가지 제약이 따르므로 본 연구에서는 한 가지의 원료를 
정하여 실험에 이용하였다. 그러나 섬유소계 바이오매스의 경우 같은 
종이라도 원료의 수확 시기나 생산 지역, 사용된 부위 등에 따라 그 
화학적 조성에 편차가 생길 수 있다는 한계가 있으므로, 연구를 
목적으로 하는 경우는 가급적 한번에 충분한 원료를 확보하여 앞에서 
언급한 영향을 최소화할 필요가 있다. 
본 연구에서는 국내에서 입수 가능한 섬유소계 바이오매스 중 
목질계인 백합나무(영문명: tulip tree, 학명: Liriodendron tulipifera)를 
원료로 선정하였다. 백합나무는 북아메리카가 원산지인 활엽수로서 
튤립의 모양을 닮은 꽃의 생김새 때문에 튤립나무로 불리기도 하나 
실제로는 목련과에 속하는 나무이며, 잎은 네 갈래로 나뉘어진 모양을 
하고 있다(그림 2-2). 백합나무는 여러 가지 특성으로 인해 경제림 
육성에 적합한 수종으로 평가되고 있는데, 그 이유는 성장 속도가 다른 
경제 수종에 비해 빠르다는 점, 병충해에 대한 저항성이 높다는 점, 
이산화탄소 흡수량이 타 수종에 비해 많다는 점, 밀원으로서의 가치가 
높다는 점 등이 있다. 산림청에서도 이러한 특징들을 고려하여 
백합나무를 경제림 조성을 위한 조림 권장 수종으로 지정하였으며 
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현재는 주로 기후 조건이 잘 맞는 중부 이남지방에서 조림되고 있다. 
국내의 대표적인 조림지로는 전남 강진군의 초당림을 들 수 있다. 
백합나무는 특히 목질을 구성하는 당 성분의 함량이 다른 수종과 
비교하여 높기 때문에 그 활용도가 높다고 할 수 있다. 이것의 확인을 
위해 국내에서 입수 가능한 수종 중 활엽수 1 종, 침엽수 2 종을 더하여 
총 4 종류의 수종을 선정하였다. 비교 대상이 될 활엽수로는 
참나무(영문명: oak, 학명: Quercus)를 선정하였고, 침엽수로는 
소나무(영문명: Japanese red pine, 학명: Pinus densiflora)와 
낙엽송(영문명: Japanese larch, 학명: Larix kaempferi)을 선정하였다. 
각 수종의 화학적 조성 분석은 미국 국립재생에너지연구소(National 
Renewable Energy Laboratory, NREL)에서 제공하는 표준 
분석법(Laboratory Analytical Procedure, LAP)[68-70]에 따라 
진행하였으며 그 결과를 표 2-1 에 나타내었다. 알파셀룰로오스의 
함량만 놓고 보면 소나무가 백합나무에 비해 다소 우세하나 
알파셀룰로오스와 헤미셀룰로오스를 총칭하는 홀로셀룰로오스의 양을 
비교해 보면 76.90% 대 72.08%로 백합나무의 총 당 함량이 높은 것을 
알 수 있다. 또한 표 2-2 에서 보듯이 당화 및 발효의 주요 표적이 
되는 전체 글루칸의 함량은 백합나무에서 44.84%로 가장 높게 
측정되었다.  
실험에 이용된 백합나무는 다양한 크기를 가진 목분의 형태로 
뉴트라팜㈜으로부터 공급받았다. 입수한 백합나무 목분은 추가적인 
분쇄와 분체 과정을 거쳐 최종적으로 0.25~0.42 mm 의 크기를 가지는 
입자만을 실험에 사용하였다. 추가적으로 속실렛 장치를 이용하여 
지질이나 클로로필 등 후속 분석 과정의 방해 요소가 될 수 있는 
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물질들을 추출하였다[69]. 용매로는 에탄올과 벤젠을 1:2 의 부피비로 
섞은 용액을 이용하였으며, 약 12 시간 동안 추출을 진행하였다. 이렇게 
얻은 탈지 시료는 유기용매의 제거를 위해 45 ℃ 의 진공 오븐에서 
건조하였다. 건조가 끝난 탈지 시료는 실험에 사용되기 전까지 상온의 
데시케이터에 보관하였고 평균 함수율은 5% 이내로 유지하였다. 향후 
사용되는 용어 중 전처리하기 전 백합나무는 건조된 백합나무 탈지 
















표 2-1. 각 수종의 화학적 조성 분포 (단위: %) 
 
 백합나무 참나무 소나무 낙엽송 
알파셀룰로오스 
(α-cellulose) 
41.63 39.54 42.57 39.49 
헤미셀룰로오스 
(hemicellulose) 
35.27 28.65 29.51 27.02 
산 가용성 리그닌 
(acid-soluble lignin) 
5.34 7.03 3.85 3.33 
산 불용성 리그닌 
(acid-insoluble lignin) 
20.06 26.32 21.33 27.03 
추출물 
(extractives) 
2.31 3.50 4.15 3.54 
회분 
(ash) 




표 2-2. 각 수종에 함유된 글루칸 함량 
 
 백합나무 참나무 소나무 낙엽송 
글루칸 
(glucan) 
44.84 38.87 43.95 37.04 
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2.2.2. 실험 장치 
 
아임계수 전처리는 회분식 반응 시스템을 이용하여 진행되었다. 
그림 2-3 에 나타낸 바와 같이 실험에 쓰인 회분식 반응기는 
한양정밀을 통해 주문 제작하였으며, 내부 부피는 23.6 ml 로 
측정되었다. 반응기의 두께는 고압의 환경에 적합하도록 설계되었으며, 
반응기 재질로는 비교적 부식에 강한 316 형 스테인리스 강을 
이용하였다. 
반응기에 열을 공급하고 온도를 유지하기 위한 장치로 그림 2-4 에 
나타낸 것과 같은 용융염조(molten salt bath) 를 대풍 인더스트리에서 
주문 제작하여 사용하였다. 용융염조의 유효 온도 범위는 염조 내부를 
채우는 염의 종류와 비율에 따라 달라진다. 본 실험에서는 Na(NO)3, 
KNO3, Ca(NO)3 를 각각 7:45:48 의 무게 비로 혼합하여 
이용하였으며, 이 경우 사용 가능한 온도 범위는 120~500 ℃가 
된다[71]. 용융염조 내부의 온도 측정을 위해 수위에 따라 3 개의 K 형 
열전쌍을 설치하였고, PID(proportional integral derivative) 방식의 온도 
조절기를 이용하여 온도를 조절하였다. 교반 효과를 주기 위해 
용융염조의 상단에는 좌우로 왕복운동을 하는 교반기를 설치하였고, 
실험시에는 1 분에 약 47 회의 왕복 운동을 하도록 속도를 설정하였다. 
반응기는 한 번에 두 개의 반응기를 놓을 수 있는 거치대에 장착되며, 
반응기가 장착된 거치대는 다시 교반기에 연결하여 교반기의 왕복 










































2.3. 실험 및 분석 
 
2.3.1. 아임계수 전처리 
 
회분식 반응 시스템에서의 아임계수 전처리 실험은 다음과 같이 
진행되었다. 먼저 일정한 양의 백합나무 목분과 증류수를 반응기에 
주입하고 밀폐하였다. 이때 물과 바이오매스의 무게 비는 모든 반응 
조건에서 1:15 가 되도록 일정하게 유지하였다. 일반적인 경우 
반응물이나 용매의 투입량을 결정함에 있어 설계 온도와 압력을 
고려하여 계산하여야 한다. 그러나 본 실험에서는 모든 실험 조건에 
대해 일정한 양의 물과 바이오매스를 넣어주었다. 설계온도에서 물의 
밀도를 0.7 g/ml 로 고정시켜 계산하면 약 16.52 g 의 물을 넣어주어야 
한다. 이에 따른 바이오매스의 투입량은 약 1.3 g 이 된다. 이 경우 
주어진 반응 온도에서 반응기 내부의 압력은 온도에 따라 달라지게 
되지만 본 실험에서는 압력이 반응 결과에 미치는 영향은 매우 적다고 
가정하였다.  
밀폐된 반응기는 설계 온도로 미리 가열되어 있는 용융염조에 
투입하고 약 30 s 간 반응기가 새지 않는지 지켜본 후 교반기를 
작동시켰다. 미리 열전쌍을 연결한 반응기를 용융염조에 넣은 후 
교반해 주면서 반응기 내부의 온도가 설계 온도까지 도달하는데 걸리는 
시간을 측정해본 결과 승온 시간은 모든 온도에서 150 s 로 측정되었다. 
설계 온도에 이르는 시간 동안 가수분해 등의 반응이 진행될 수 있지만 
본 실험에서는 승온 시간 동안에는 반응이 진행되지 않는 것으로 
가정하고 반응기 내부의 온도가 설계 온도에 도달한 시점부터 반응기를 
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용융염조에서 꺼내는 시간까지를 체류 시간으로 정의하였다. 정해진 
체류 시간에 도달하면 재빨리 거치대를 교반기로부터 분리하여 
냉수조에 담궈 더 이상의 반응이 진행되는 것을 차단하였고 추가적으로 
흐르는 물로 반응기를 씻어내어 반응기 외부에 잔류할 수도 있는 염을 
제거해 주었다.  
반응기가 상온으로 냉각되면 반응기의 뚜껑을 열고 반응 생성물들을 
회수하였다. 반응 생성물들을 액상과 고상으로 분리하기 위해 유리 
필터와 진공 펌프를 이용하였다. 반응 생성물들을 조심스럽게 1G4 
유리필터(Iwaki, 일본)로 옮긴 후 진공을 걸어 액상과 고상을 
일차적으로 분리하였다. 여기서 얻은 액상 가수분해물(liquid 
hydrolysate)은 따로 바이알에 옮겨 담아 후속 분석 과정에 이용하였다. 
액상 가수분해물을 회수한 후 반응기 내부에 남은 반응 생성물들을 
미리 80 ℃ 정도로 가열된 온수를 이용하여 헹궈주면서 진공 
여과시킨다. 이때 가수분해된 단당류나 저분자량의 올리고당, 유기산 
등이 고상에 남아 있지 않도록 충분히 헹궈주어야 하며, 최종적으로는 
헹궈낸 물의 pH 가 중성(pH > 6)에 이를 때까지 진행하였다. 이렇게 
얻어진 고상 시료는 건조시키지 않고 바로 효소 당화에 이용하였다. 
추가적인 분석과 고상 수율, 당화율 등의 계산을 위해 시료의 일부를 
덜어내어 건조 전, 후의 무게를 측정함으로써 함수율을 계산하였다. 
약간의 편차가 있으나 진공 여과와 세척 과정을 거친 젖은 고상 시료의 




2.3.2. 효소 당화 
 
전처리된 고상 시료의 효소 접근성을 알아보기 위하여 두 가지 
종류의 상용 셀룰라아제를 이용하였는데, Trichoderma reesei 로부터 
얻은 Celluclast 1.5L(Sigma-Aldrich, 한국)와 Aspergillus niger 로부터 
얻은 Novozyme 188(Sigma-Aldrich, 한국)을 이용하였다(그림 2-5). 
입수한 Celluclast 1.5L 과 Novozyme 188 의 활성은 알려진 방법에 
따라 측정하였고, 각각 339 ± 43.6 FPU/mL and 241 ± 8.7 
CBU/mL 로 분석되었다[72].  
먼저 20 ml 의 바이알에 5 mM 의 시트르산나트륨(sodium 
citrate)버퍼 용액(pH 4.8) 9.6 ml 을 채우고 버퍼 용액 부피 대비 1%의 
건조 무게에 해당하는 양의 시료를 넣어주었다. 당화가 이루어지는 
동안 미생물의 성장으로 인한 당의 손실을 막기 위한 항생제로 2%의 
아지드화나트륨(sodium azide) 용액 1 ml 을 첨가하였다. 나중에 효소를 
넣었을 때 최종적으로 전체 부피가 10 ml 이 되도록 증류수를 첨가하여 
조절하였다. 이때 먼저 넣어준 모든 물질의 부피는 1 g/ml 로 가정하여 
계산하였다. 각 바이알을 50 ℃로 미리 덥혀둔 배양기에 넣고 설정 
온도에 이르기까지 약 1 h 동안 방치하였다. 바이알 내부의 온도가 
50 ℃에 이르면 준비된 효소를 첨가하는데 이때를 반응의 시작 
시간으로 정하였다. Celluclast 1.5L 과 Novozyme 188 은 각각 10 
FPU/g wet substrate 와 20 CBU/g wet substrate 에 해당하는 양을 
넣어주었다. 효소를 넣은 시점으로부터 48 h 동안 150 rpm 의 속도로 
교반시켜가며 당화를 진행하였다. 전체적인 효소 당화 조건은 표 2-
3 에 요약하여 나타내었다. 
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분석을 위해 당화액으로부터 0.5 ml 의 시료를 채취하여 0.2 μm 
크기의 주사기 필터를 이용하여 여과시켰다. 여과시킨 용액은 바이알에 
담겨 액체 크로마토그래피(HPLC, Agilent 1200 series, Agilent 
Technologies, Inc., USA)로 정량 분석을 진행하였다. 당의 분석을 위해 
굴절률(RI, refractive index) 검출기와 300 mm x 7.8 mm 크기의 
Aminex HPX-87P 컬럼(Bio-Rad Laboratories Inc., USA)을 
사용하였다. 분석 온도와 시간은 각각 80 ℃, 30 min 이었고 





























표 2-3. 아임계수 전처리 고상 시료의 효소 당화 조건 
 
Sample Untreated and SCW pretreated TL solid (wet substrate) 
Biomass loading 1% (oven dry wt. substrate/vol. of buffer) 
Enzyme loading  
Celluclast 1.5L: 10 FPU/g wet substrate 
Novozyme 188: 20 CBU/g wet substrate  
(CBU/FPU = 2:1) 
Buffer solution pH 4.8, 5mM sodium citrate buffer 
Incubation temp. 50 ℃ 
Shaking 150 rpm 
Reaction time  48 h 







2.3.3. 전처리 생성물의 분석 
 
고상 수율 (Solid yield) 
먼저 시료에 포함되어 있는 수분을 제거하기 위하여 일정량의 
시료를 미리 무게를 측정한 은박접시 위에 덜어 105 ℃의 오븐에서 24 
h 동안 건조시켰다. 건조된 시료를 오븐에서 꺼낸 후 바로 무게를 
측정하면 공기 중의 수분이 다시 흡수되기 쉬우므로 영향을 최소화하기 
위해 실온의 데시케이터에서 냉각한 후 무게를 측정하였다. 시료의 
건조 전, 후의 무게를 알면 함수율을 구하여 오븐 건조 무게(oven dry 
weight, ODW) 를 알 수 있다.  
고상 수율은 전처리 전의 바이오매스와 전처리 후에 얻어진 고상 
시료의 오븐 건조 무게를 이용하여 아래의 식과 같이 계산할 수 있다.  
 
고상 수율 (%) =  
아임계수 전처리된 고상 시료의 건조 무게 (g)
아임계수 전처리 전의 백합나무 목분의 건조 무게 (g)
× 100%  
 
화학 조성 (Chemical composition) 
전처리 전, 후 고상 시료의 화학 조성은 기본적으로 NREL 의 
분석법[70] 을 따랐으나 일부 순서는 실험실의 환경에 맞게 수정하여 
이용하였다. 먼저 건조된 시료 0.1 g 에 72% 황산 1ml 을 넣고 유리 
막대로 잘 교반해주며 30 ℃ 온도의 항온수조에서 2 h 동안 가수분해 
시킨다. 여기에 28 ml 의 증류수를 첨가하여 황산의 농도가 4%가 
되도록 한 후 121 ℃의 오토클레이브에서 1 h 동안 처리한다. 여기서 
얻어진 가수분해 용액은 냉각시킨 후 1G4 유리 필터를 이용하여 진공 
여과시킨다. 유리 필터에 남은 흑갈색의 고체 찌꺼기는 산 불용성 
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리그닌(acid-insoluble lignin 또는 Klason lignin)으로 105 ℃의 
오븐에서 24 h 동안 건조시킨 후 무게를 재어 그 양을 측정하였다. 산 
불용성 리그닌의 함량은 다음 식으로 계산하였다. 
 
산 불용성 리그닌 함량 (%) =  
필터에 남은 리그닌의 건조 무게 (g)
가수분해 전 시료의 건조 무게 (g)
 × 100% 
 
산 가용성 리그닌(acid-soluble lignin)의 함량은 진공 여과 과정에서 
미리 액상 가수분해물 여과액의 부피를 측정한 뒤 UV-Vis 
분광기(Evloution 201, Thermo Fisher Scientific, Inc., USA)를 
이용하여 240 nm 의 파장에서 흡광도를 측정하여 구하였다. 이때 
여과액의 흡광도가 0.7~1.0 사이가 되도록 증류수로 희석해 가면서 
측정한다. 산 가용성 리그닌의 함량은 다음과 같은 식에 의해 구할 수 
있다.  
 
산 가용성 리그닌 함량 (%)
=  
UV 흡광도 × 여과액 부피 (ml)  × 희석 배수
ε × 가수분해 전 시료의 건조 무게  (g)
 × 100% 
여기서 ε은 특정 파장에서 바이오매스의 흡수능(absorptivity)을 
의미하며 단위는 l/g cm 이다. 흡광 파장과 이에 따른 흡수능은 
바이오매스의 종류에 따라 달라지는데 표 2-4 에 바이오매스의 종류에 




표 2-4. 산 가용성 리그닌 분석을 위한 바이오매스의 종류별 권장 
파장과 흡수능 값 
 
바이오매스 종류 권장 파장 (nm) 
권장 파장에서의 
흡수능 (l/g cm) 
라디아타 소나무 240 12 
바가세 240 25 
옥수수대 320 30 





여과액의 일부는 가수분해되어 생성된 단당류와 유기산 등의 정량 
분석에 사용되었다. 당과 유기산의 분석에는 HPLC 가 사용되었다
(Agilent 1200 series, Agilent Technologies, Inc., USA). 검출기로는 굴절
률(RI, refractive index) 검출기가 사용되었으며 300 mm x 7.8 mm 크
기의 Aminex HPX-87P 컬럼과 Aminex HPX-87H 컬럼(Bio-Rad 
Laboratories Inc., USA)이 각각 당과 유기산의 분석을 위해 사용되었다. 
당 분석을 위해서는 물을 이동상으로 사용하였고 분석 온도와 시간은 
각각 80 ℃, 30 min 으로 하였다. 유기산 분석의 경우 이동상으로는 5 
mM 황산 수용액을 사용하였고 60 ℃의 온도에서 0.6 ml/min 의 유량
으로 흘려주었다. 
 
X 선 회절 분석 (XRD) 
Cu Kα 를 방사선원으로 하고 흑연 단색화 장치를 이용하는 일본 
Rigaku 사의 X 선 회절 분석기를 이용하여 고상 시료의 결정성을 
측정하였다. 회절 패턴은 10~40˚의 2θ 범위에서 기록되었고, 1˚/min 의 
스캔 속도로 0.02˚마다 측정하였다. 가동 전압과 가동 전류는 각각 50 
kV 와 200 mA 로 하였다.  
X 선 회절 분석의 결과를 이용하여 바이오매스의 결정화도
(crystallinity index, CrI)를 계산할 수 있다. CrI 는 Segal 등에 의해 최초
로 제안된 방법으로 다른 분석 방법에 비해 비교적 간단하게 구할 수 
있다는 장점이 있어 연구자들 사이에서 가장 널리 이용되고 있는 방법
이다[73]. CrI 는 다음과 같은 식에 의해 계산할 수 있다. 
 
CrI (%) =  
I002 − Iam
I002
 × 100% 
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여기서 I002 는 바이오매스의 결정성 영역이 나타내는 피크의 세기로서 
2θ = 22.0~22.4˚의 범위에서 최대값을 나타내며, Iam 은 2θ = 18.0˚ 
부근에서 나타나는 바이오매스의 비결정성 영역에 의한 신호의 최소 
세기를 의미한다. 바이오매스의 결정성은 주로 결정 형태의 
셀룰로오스에 의해 좌우되고 나머지 비결정성 셀룰로오스, 
헤미셀룰로오스, 리그닌 등은 비결정성 영역을 이룬다. 따라서 CrI 는 
이들 결정성 물질과 비결정성 물질의 상대적인 비율을 나타내는 척도로 
이용할 수 있다.  
 
전계방출 주사전자현미경 (SEM) 
전처리 전후의 바이오매스 표면 형태와 구조의 변화를 보기 위하여 
전계방출 주사전자현미경(SUPRA 55VP, Carl Zeiss, Germany)을 이용한 
관찰을 수행하였다. 건조된 고상 시료를 스터브에 미리 붙여둔 카본 
테이프 위에 잘 펴 바르며 부착시켰다. 카본 테이프 위에 제대로 
부착되지 않은 시료는 분석 시 기기를 손상시킬 수 있으므로 바람을 
불어 날려주었다. 준비된 시료는 전도성을 부여하기 위해 백금 코팅을 





2.4. 결과 및 고찰 
 
2.4.1. 전처리 시료의 수율 및 조성 변화 
 
각 아임계수 전처리 조건에 대한 가수분해 반응의 효율과 선택성을 
알아보기 위해서 전처리된 고상 시료의 수율과 화학 조성을 분석하고 
전처리하지 않은 백합나무 시료의 화학 조성과 비교하였다. 전처리 
온도와 체류 시간은 각각 180~220 ℃, 1~30 min 으로 설정하였고, 이 
때의 전처리 가혹도(Log R0) 는 3.05 에서 5.01 의 범위를 나타내었다. 
전처리하지 않은 시료와 각 실험 조건에 대한 고상 시료의 분석 결과를 
표 2-5 에 정리하여 나타내었다. 
고상 시료의 수율은 전처리 조건이 가혹해질수록 감소하는 경향을 
나타냈다. 전처리하기 전의 고상 수율을 100%로 보았을 때, 가장 
가혹한 220 ℃, 30 min(Log R0 = 5.01) 의 전처리 조건에서는 전처리 
후에 58.9%만이 고상의 형태로 얻어졌다. 이 조건에서는 어떠한 
헤미셀룰로오스 구성 당(자일란, 갈락탄, 아라비난, 만난)이나 
아세틸기도 검출되지 않았는데, 이는 백합나무로부터 헤미셀룰로오스 
성분이 거의 완전하게 분리되었음을 의미한다. 전처리 조건에 따른 
가수분해 거동 특성은 헤미셀룰로오스 구성 당의 종류에 따라 다른 
양상을 보였다. 가수분해에 가장 취약한 것은 아라비난으로 3.52 
이상의 가혹도에서 전부 가수분해되어 더 이상 검출되지 않았으며 그 
뒤를 이어 갈락탄과 만난이 비슷한 정도의 가수분해 저항성을 보였다. 
두 당의 경우 가혹성 계수가 높더라도 반응 시간이 짧은 경우(220 ℃, 
5 min)에는 소량의 당 성분이 검출되기도 하였다. 자일란은 상대적으로 
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아임계수 가수분해에 대한 저항성이 높은 것으로 나타났는데 가혹성 
계수가 4.83 에 이를 때까지 검출되는 것으로 나타났다. 
글루칸과 산 불용성 리그닌의 함량은 전처리 조건이 가혹해짐에 
따라 점점 증가하는 경향을 보였다. 즉, 헤미셀룰로오스나 산 가용성 
리그닌이 가수분해되어 녹아 나감에 따라 상대적으로 고상 시료에서 
차지하는 비율이 높아진 것이다. 이는 글루칸과 산 불용성 리그닌이 
아임계수 가수분해에 대한 저항성을 가지고 있음을 의미한다. 이를 좀 
더 구체적으로 확인하기 위하여 그림 2-6 에 아임계수 전처리 조건에 
따른 섬유소계 바이오매스 주요 성분의 제거 수율을 도시하였다. 
그림에 잘 나와있듯이 아임계수 전처리는 헤미셀룰로오스 성분의 
제거에 지대한 영향을 주는 것을 확인할 수 있다. 헤미셀룰로오스의 
제거 수율 곡선은 전체적으로 가혹성 계수에 따라 밀접하게 의존하는 
경향을 보이는 반면, 셀룰로오스의 제거 수율은 가혹성 계수에 따라 
크게 변하지 않는 것을 확인할 수 있었다. 반응의 가혹성 여부와 
상관없이 전체적인 셀룰로오스의 제거 수율은 20% 이내로 관찰되었다. 
이러한 결과는 이전의 연구에서도 보고된 바 있다[74-76]. 가혹성 
계수에 따라 셀룰로오스의 제거 수율이 크게 변하지 않는 이유는 
비결정성의 셀룰로오스가 결정성 셀룰로오스에 비해 상대적으로 낮은 
온도에서 물에 용해된다는 사실로부터 찾을 수 있다[77]. 즉, 비결정성 
셀룰로오스는 헤미셀룰로오스와 마찬가지로 아임계수의 공격에 대해 
취약하며 이에 다른 용해 및 가수분해가 일어나기 쉽다.  
한편 리그닌의 제거 수율 곡선은 가혹도에 따라 점점 증가하다가 
일정 가혹도 이상에서는 다시 감소하는 경향을 보였다. 이는 반응이 
진행되는 동안 생성되는 유사리그닌(pseudolignin)으로 설명할 수 있다. 
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유사리그닌의 생성 조건과 기작에 대해서는 몇몇 연구자들이 보고한 
바가 있으며 주로 약산 가수분해나 아임계수 전처리, 증기 폭쇄와 같이 
산성 조건에서 행해지는 전처리 공정에서 발생하는 것으로 알려져 
있다[28, 78, 79]. 전처리 과정 중에 생성된 다당류와 리그닌 분해 
산물들이 서로 탈수, 축합 등의 반응을 통해 고분자를 형성하게 되고 
이것이 바이오매스 표면에 침전하게 된다. 이러한 고분자화된 
침전물들이 고상 시료의 분석 과정에서 황산에 가수분해되지 않고 남아 
산 불용성 리그닌의 함량을 계산하는데 포함된다. 결국 표 2-5 에 
나타난 것과 같이 산 가용성 리그닌의 함량은 전처리 가혹도에 따라 
감소하는 반면, 바이오매스 표면에 침전되는 유사리그닌은 결과적으로 

















화학 조성 (%) 
Glu Xyl Gal Ara Man AG KL ASL 
Control - - - 100 37.9  17.0  4.9  1.9  2.0  0.5  20.7  5.6  
1 180 5 3.05 89.3 35.5  15.2  4.3  0.4  1.2  0.4  18.8  3.8  
2 180 10 3.36 84.4 40.0  14.6  4.7  0.3  1.1  0.3  18.3  3.4  
3 180 15 3.52 74.3 43.5  12.1  5.7 nd  1.1  0.2  21.4  3.3 
4 180 20 3.66 72.6 44.4  9.3 4.7  nd 1.1  0.2  22.2  3.2  
5 180 30 3.83 69.0 47.2  8.6  4.7  nd  1.1  0.2  23.3  3.2  
6 200 5 3.64 73.5 46.1  11.8  nd  nd  nd  0.3  20.3  3.9  
7 200 10 3.94 65.7 50.0  5.6  nd  nd  nd  0.3  22.4  3.3  
8 200 15 4.12 63.6 53.9  5.3  nd nd  nd  0.0  23.6  3.2  
9 200 20 4.24 62.8 56.5  4.5  nd  nd  nd  0.0  25.8  3.3  
10 200 30 4.42 62.6 58.1  4.8  nd  nd  nd  0.0  26.7  3.3 
11 220 5 4.23 62.7 56.1  3.3 2.1  nd  0.2  0.1  23.5  2.2  
12 220 10 4.53 60.8 53.9  1.7 nd  nd  nd  nd  27.4  2.3 
13 220 15 4.71 60.6 56.2  1.6  nd  nd  nd  0.1  28.5  2.4  
14 220 20 4.83 61.0 56.7  1.4  nd  nd  nd  0.1  32.8  2.5  
15 220 30 5.01 58.9 54.9  nd  nd  nd  nd  nd  33.7  2.5  
nd = 검출되지 않음, Glu = Glucan (글루칸), Xyl = Xylan (자일란), Gal = Galactan (갈락탄), Ara = Arabian (아라비난), Man = Mannan (만난),  









그림 2-6. 전처리 가혹도에 따른 셀룰로오스, 헤미셀룰로오스, 




2.4.2. 전처리 시료의 물리화학적 특성 변화 
 
전처리 가혹도에 따라 시료의 물리화학적 특성에 어떤 변화가 
있는지를 알아보기 위하여 우선 고상 시료의 표면에 대한 분석을 
실시하였다. 선별된 전처리 조건에 따른 SEM 분석 결과를 전처리하지 
않은 백합나무의 표면 분석 결과와 비교하였다(그림 2-7).  
그림 2-7a 에 백합나무의 미세구조를 3,000 배 확대하여 나타내었다. 
식물체의 미세구조상 특징적인 부분은 표면에 존재하는 다수의 
기공인데 전처리하기 전의 백합나무 표면에서는 대부분 닫혀있거나 
표면에 금이 간 형태로 관찰되었다. 또한 다수의 미세 입자들이 표면에 
존재하고 있는 것을 확인할 수 있다. 이것을 온도, 시간은 서로 
다르지만 비슷한 가혹성 계수(Log R0 = 3.64~3.66)를 가지는 두 가지 
조건에서 전처리한 백합나무 고상 시료와 비교하였다(그림 2-7b, c). 
전처리하기 전과 비교하면 표면에 있던 미세입자들이 사라져 
전체적으로 매끈해진 것을 확인할 수 있다. 또한 전처리하기 전에는 
기공이 대부분 막힌 형태로 관찰되었는데 전처리 후에는 일부분 또는 
전체가 열린 기공들이 다수 관찰되었다. 이는 헤미셀룰로오스나 일부 
리그닌 성분이 아임계수에 용해되어 사라졌기 때문으로 해석할 수 있다.  
좀 더 가혹한 조건에서의 표면 변화를 관찰하기 위해 약 4.2 정도의 
가혹도를 가지는 두 가지 반응 조건에서 전처리한 고상 시료를 
분석하였다(그림 2-7d, e). 관찰 결과, 두 조건 모두에서 기공의 확대와 
미세 구조의 붕괴가 진행되고 있음을 확인하였다. 특이 할만한 점은 
3.6 정도의 가혹도에서 매우 깨끗했던 표면에 다시 둥근 형태의 미세 
입자들이 침전하는 것이 관찰되었다는 것이다. 이는 앞에서도 
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언급했듯이 아임계수에 녹은 리그닌과 당 분해 산물들이 다시 중합한 
유사리그닌이 바이오매스 표면에 침전되었기 때문이다. Hashaikeh 
등[80] 역시 180 ℃에서 아임계수에 대한 리그닌의 용해를 관찰하였고, 
200 ℃ 이상에서는 용해된 리그닌이 다시 침전하는 현상을 관찰한 바 
있다. 앞선 연구에서는 온도만을 변화시켜가면서 리그닌의 용해 거동을 
관찰하였지만 본 연구에서는 같은 가혹도 조건에서 비슷한 현상이 
발견됨을 보임으로써 리그닌의 용해 및 침전 정도가 단지 온도만에 
의존하지 않고 반응 시간과도 복합적으로 관계됨을 확인하였다.  
한편 전처리의 가혹도가 더욱 증가함에 따라 생성된 리그닌의 입자 
크기도 증가하는 것을 그림 2-7f 를 통해 알 수 있었다. 입자의 크기가 
증가함에 따라 입자의 모양도 구형(그림 2-7d-ii)에서 타원형으로 
변하는 것이 관찰되었다. 이러한 유사리그닌 입자의 침전은 앞에서 
언급했던 전처리 조건에 따른 리그닌 제거 수율 감소를 잘 설명해준다. 
한편 이렇게 생성되어 바이오매스 표면에 침전된 유사리그닌은 후속 
효소당화 공정에서 효소 활성을 저해하는 요인이 되는 것으로 알려져 
있다. 특히 효소의 농도가 낮은 경우, 리그닌과 효소간의 불필요한 결합 
및 효소 접근 표면적 감소로 인해 효소 당화율이 현저하게 감소하는 
것으로 알려져 있다[81, 82]. 이를 극복하기 위해서는 상대적으로 높은 
효소 농도가 요구되므로 경제성을 확보하는데 있어 어려움이 생기게 
된다. 따라서 생성된 유사리그닌이 바이오매스 표면에 침전되는 것을 





그림 2-7. 아임계수 전처리 전후의 바이오매스 표면 특성 비교. 
a. 전처리하지 않은 백합나무 표면, 3,000 배  
b. 180 ℃, 20 min(Log R0 = 3.66), 3,000 배  
c. 200 ℃, 5 min(Log R0 = 3.64), 3,000 배  
d-i. 200 ℃, 20 min(Log R0 = 4.24), 3,000 배 (d-ii. 35,000 배)  
e. 220 ℃, 5 min(Log R0 = 4.23), 10,000 배  





아임계수 전처리 전후 고상 시료의 색상 변화를 그림 2-8 에 
나타내었다. 전처리 하기 전 백합나무 시료의 색깔은 연한 베이지색을 
띠고 있다. 아임계수 전처리 후 고상 시료의 색은 가혹도가 증가함에 
따라 점점 짙은 갈색을 띠는 것이 관찰되었고, 가혹성 계수와 전처리 
시료의 색상 사이에도 밀접한 상관관계가 있음을 확인하였다. 이러한 
색 변화가 일어나는 기작은 아직 명확하게 밝혀지지 않았으나 크게 몇 
가지로 추측해볼 수 있다.  
한 가지는 가수분해로 인해 생성된 단당류들이 높은 온도에서 
카라멜화 반응(caramelization)을 일으키기 때문인데, 이는 액상 
시료에서 HMF 가 검출된 것으로도 확인이 가능하다. 고온에서 당의 
분해로 생성된 HMF 는 계속 산화하고 분열되어 반응성이 큰 물질들을 
생성하고 이것들이 다시 축합 중합하여 짙은 색상을 띄는 휴민(humin) 
물질들을 생성한다. 한편 환원당와 아미노산 사이의 반응으로 갈색의 
질소화합물 색소를 형성하게 되는 마이야르 반응(Mailard reaction)은 
상대적으로 가능성이 낮은데 이는 섬유소계 바이오매스 내에 단백질 
함량이 매우 적을뿐더러 전처리 전에 이미 유기용매를 이용한 속실렛 
추출을 하였기 때문에 대부분의 단백질 또는 아미노산 성분은 
제거되었기 때문이다.  
또 다른 원인으로는 바이오매스 표면에 침전되는 유사리그닌을 
고려할 수 있다. 이전 연구에서도 보고되었듯이 200~300 ℃ 범위에서 
아임계수에 대한 섬유소계 바이오매스의 용해 거동을 관찰한 결과 
헤미셀룰로오스와 리그닌으로부터 용해되어 나온 저분자 물질들이 
이성질화, 탈수, 분해, 축중합 등 여러 형태의 복잡한 반응을 거쳐 
고분자 형태의 물질을 생성하는 것으로 알려져 있다[80]. 유사리그닌의 
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생성은 전체 반응을 구성하는 소반응들의 유사성으로 보아 카라멜화 
반응과도 어느 정도 관련이 있는 것으로 보이나, 당 분해산물 뿐만 
아니라 리그닌 분해 산물도 반응에 관여하므로 자세한 반응 기작을 












바이오매스의 결정성은 당화 공정에서 효소의 소화율에 영향을 
미치는 중요한 인자 중 하나이다[83]. 바이오매스의 결정화도(CrI)는 
앞에서도 언급했듯이 결정성과 비결정성 성분의 상대적 비율로 
계산된다. 결정성은 셀룰로오스 원섬유의 사슬간 또는 사슬 내부의 
수소 결합으로 인한 분자의 정렬로 인해 생기는 것으로 알려져 있으며 
셀룰로오스의 일부와 나머지 다른 성분들은 분자간 결합 특성상 
두드러진 결정성을 나타내지 않는다. 아임계수 전처리가 바이오매스의 
결정화도에 미치는 영향과 상관관계를 알아보기 위하여 XRD 분석을 
실시하였고 그 결과를 그림 2-9 에 나타내었다. 전처리하기 전과 
비교하여 전처리 후에는 22˚ 부근에서 나타나는 결정성 피크의 모양이 






























분석된 XRD 결과를 토대로 CrI 를 계산하였으며, 그 결과는 전처리 
가혹도에 따라 그림 2-10 에 도시하였다. 전처리 전 바이오매스의 
CrI 는 57.7%로 계산되었고, 그래프에는 나타내지 않았다. CrI 는 
전처리 가혹도에 따라 점차적으로 증가하는 경향을 나타내었으며 
최대값은 5.01 의 가혹성 계수를 가지는 조건에서 78.3%로 계산되었다. 
이는 전처리 전에 비해 바이오매스의 결정화도가 최대 약 36% 증가한 
것을 뜻한다. 한편 가혹도에 따른 전체적인 CrI 의 변화 곡선은 그림 
2-6 의 헤미셀룰로오스 제거 수율 곡선과 상당히 유사한 형태를 
나타내었다. 이는 전처리 후 바이오매스의 CrI 값 증가가 일차적으로 
비결정성을 띠는 헤미셀룰로오스의 제거로부터 기인한 것이기 때문으로 
해석된다. 반면 리그닌이나 셀룰로오스의 제거 수율 곡선과는 특별한 
연관성을 찾아보기 어려웠다. 리그닌의 경우 제거되는 양이 
헤미셀룰로오스에 비해 많지 않아 전체적인 결정화도의 변화에 주는 
영향이 상대적으로 적다고 할 수 있고, 셀룰로오스의 경우 결정성 

















전처리로 얻어진 액상 시료에 대해서도 전처리 가혹도에 따른 성분 
및 물리화학적 성질의 변화와 상관관계를 알아보기 위한 분석을 
진행하였다. 그림 2-11 에 다양한 전처리 가혹도에 따른 액상 
가수분해물의 pH 와 수율의 상관관계를 도시하였다. 그래프에서 보듯 
액상 시료의 pH 와 수율은 서로 반비례하는 관계임을 확인할 수 있다. 
아임계수 전처리가 행해지는 동안 목질계 성분들은 구조적, 화학적 
변화를 겪게 되면서 수많은 반응 부산물들을 생성한다. 특히 전처리 
조건이 가혹해짐에 따라 아임계수에 용해되어 나오는 성분의 양이 
증가할 뿐만 아니라 이미 분해 또는 용해되어 생성된 당이나 리그닌 
단량체들이 추가적인 반응을 통해 유기산과 같은 물질로 변환되는데, 
이렇게 생성된 부산물들은 그 자체로 또는 중합을 통한 유사리그닌의 
생성으로 후속 당화 및 발효 공정에 방해 요소로 작용하게 된다. 
알려진 헤미셀룰로오스의 가수분해 반응 기작을 그림 2-12 에 
나타내었다. 아임계수 전처리 과정에서 생성되는 대표적인 부산물들은 
개미산, 초산, 레불린산과 같은 유기산류, 그리고 HMF 나 푸르푸랄과 
같은 유기화합물류를 들 수 있다. 비록 생성된 부산물들이 전체적인 
당의 수율을 떨어뜨리고 효소 당화를 방해하기는 하지만 유기산의 경우 
그 자체의 쓰임새가 많을 뿐 아니라 전체 반응계의 pH 를 추가적으로 
감소시켜 산 촉매 가수분해에 유리한 환경을 제공하기도 하고, HMF 와 
같은 물질들은 바이오 고분자 합성용 단량체의 생성을 위한 중간 
물질로서 주목받고 있다[84]. 따라서 이러한 부산물들을 효과적으로 
분리, 정제하는 공정의 개발이 뒤따른다면 바이오 리파이너리의 






















액상 시료 내에 함유된 단당류의 수율을 HPLC 로 측정하였고 그 
결과를 그림 2-13 에 나타내었다. 당의 종류별로 약간의 차이는 있으나 
전체적으로 온도와 시간에 따라 수율이 증가하다가 다시 감소하는 
형태의 곡선을 나타내었다. 이러한 현상은 헤미셀룰로오스의 구성 
비율이 가장 높은 자일로오스에서 가장 두드러지게 확인할 수 있었다. 
특히 가혹도가 중간 정도인 200 ℃에서는 전처리 시간에 따라 
최대값을 보인 다음 점차 다른 물질로 분해되어 수율이 감소하는 
경향이 뚜렷하게 나타났다.  
당의 수율이 전처리 가혹도에 따라 계속 증가하지 않고 다시 
감소하는 경향을 보이는 것은 그림 2-12 에 나타낸 것처럼 아임계수 
내에서의 추가적인 반응이 일어남을 의미한다. 반응을 통해 얻어질 수 
있는 몇몇 후보 물질들에 대해 HPLC 로 분석을 시도하였으나 특별히 
반응 조건에 대해 경향성을 가지거나 주목할만한 양이 생성되는 물질은 
관찰되지 않았다.  
실험 결과로 미루어 볼 때 고상 및 액상을 통틀어 전처리시 당의 
손실을 최소화하는 것을 목표로 하는 경우 추가적인 부반응을 막기 
위해서는 낮은 가혹성 계수에서의 전처리가 필요할 것으로 보인다. 
그러나 이 경우 헤미셀룰로오스 성분이 완전히 분획되기 어려우므로 
공정을 설계함에 있어 목적에 맞도록 헤미셀룰로오스 성분의 분획률과 









2.4.3. 전처리 조건에 따른 효소 당화율 변화 
 
섬유소계 바이오매스의 효소 당화는 다양한 요인에 의해 영향을 
받는데, 셀룰로오스의 결정성과 팽윤 정도, 리그닌 함량, 아세틸 결합, 
식물 세포벽 내의 셀룰로오스를 둘러싸고 있는 헤미셀룰로오스와 
리그닌의 복합 구조 등을 들 수 있다[50].  
앞에서도 언급했듯이 전처리 후 바이오매스 표면에 침전된 리그닌 
또는 유사리그닌은 낮은 농도의 셀룰라아제 첨가시(5 FPU/g cellulose) 
효소와의 비가역적 결합 등을 통해 당화 효율을 떨어뜨리는 원인이 
된다[86]. 또한 전처리 후 젖은 바이오매스를 건조시키는 과정에서 
발생하는 섬유 각질화(hornification)도 셀룰로오스의 미세 구조를 
변형시켜 효소 당화를 저해시키는 요인으로 지적되어 왔다[87]. 본 
연구에서는 이 두 가지 효소 당화 저해 요인의 영향을 최소화하고자 
시료의 다소 높은 농도의 효소를 이용하였고 고액 분획 과정에서 
증류수 세척이 끝난 고상 시료를 건조하지 않고 바로 당화에 
이용하였다. 본 실험의 효소 당화 공정에서는 10 FPU/g wet substrate  
농도의 셀룰라아제를 이용하였는데 고상 시료의 평균 함수율이 약 
60%인 것을 감안하면 약 25 FPU/g cellulose 이상에 해당하는 양이다.  
그림 2-13 에 48 h 동안의 효소 당화로 얻은 포도당 수율과 전처리 
가혹도 사이의 상관관계를 그래프로 나타내었다. 효소 당화 결과 
포도당의 최대 수율은 거의 100%에 가까웠으며 기질 내에 존재하는 
글루칸의 대부분이 약 4.83 의 가혹성 계수를 나타내는 조건에서 
당화되어 포도당으로 변환된 것으로 확인되었다. 포도당의 수율은 
전처리 조건에 따라 다양하게 변화하였는데 180 ℃에서 전처리한 경우 
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포도당의 최대 수율이 30%를 넘지 못했고, 200 ℃의 경우 60%를 넘지 
못하였으나 220 ℃의 경우 전처리 시간이 짧은 경우에도 70% 이상의 
수율을 나타내었다. 이는 전처리 온도가 높은 효소 당화율을 얻기 위한 
중요한 변수임을 뜻한다. 그러나 같은 온도에서 시간에 따른 포도당 
수율의 증가율은 220 ℃보다 200 ℃에서 좀 더 높은 것으로 나타났다. 
전체적으로 보면 효소 당화에 의한 포도당 수율 역시 전처리의 
가혹도와 밀접한 상관관계가 있는 것으로 나타났는데, 이는 앞에서 
살펴보았던 여러 가지 전처리 시료의 물리화학적 성질이 전처리 
가혹도에 따라 변화하는 것과 매우 연관성이 크다는 좋은 보기가 된다.  
전처리 조건에 따른 고상 시료의 포도당 수율은 헤미셀룰로오스의 
제거 수율과 비슷한 양상을 보였다. 결과적으로 헤미셀룰로오스의 
제거율에 따라 증가하는 바이오매스의 CrI 에 따라서도 비슷한 양상을 
보였다. 일반적으로 바이오매스의 CrI 가 높으면 효소 당화에 부정적인 
영향을 미치는 것으로 알려져 있으나 본 연구에서는 CrI 의 증가에 
따라 효소 당화율도 증가하는 경향을 보였다. 이것은 결정성 
셀룰로오스가 아임계수 가수분해에 의해 영향을 받지 않았다는 것을 
의미한다. 즉, 전처리 후 바이오매스의 결정성이 증가하는 것은 
셀룰로오스의 결정성이 증가해서가 아니라 비결정성인 리그닌이나 
헤미셀룰로오스 등의 물질이 제거되었기 때문이며, 이러한 현상은 몇몇 
선행 연구에서도 보고된 바 있다[88, 89]. 이것은 헤미셀룰로오스, 
아세틸기, 리그닌 등과 같은 셀룰라아제 활성 저해 물질의 제거가 
당화율을 향상시키는데 가장 중요한 요인이라는 것을 뒷받침하는 좋은 
증거가 된다.  
한편 이 실험으로부터 얻은 결과를 가지고 선행 연구의 결과와 
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비교한 내용을 표 2-6 에 정리하였다. 전처리 원료나 방법에 따라 
다양한 연구 결과들을 비교하였고, 각 문헌으로부터 가장 높은 포도당 
수율과 그 때의 실험 조건만을 나타내었다. 아임계수 전처리를 통해 
얻은 최대 포도당 수율은 대부분의 경우 90% 이상으로 나타났으며, 
이를 통해 아임계수 전처리의 우수성을 확인할 수 있었다. 또한 
Wyman 등[94]은 최근 이슈가 되고 있는 몇몇 전처리 방법의 비교를 
위해 동일한 시료를 가지고 당화율을 측정하였는데 여기에서도 
아임계수 전처리가 다른 방법에 비해 장점을 가지는 것으로 나타났다.  
한편 문헌마다 실험 조건에 차이가 있어 직접 비교는 어려우나 본 
연구로부터 얻은 최대 포도당 수율은 99% 이상으로 비슷한 조건의 
다른 연구들과 비교해 가장 높은 것으로 나타났다. 이는 아임계수 
전처리의 반응 조건이 어느 정도 최적화 되었고 시료의 건조 과정을 
생략함으로써 셀룰로오스의 각질화를 막아 효소의 접근성을 높였기 











그림 2-13. 48 h 동안의 효소 당화로 얻은 포도당 수율과 전처리 







표 2-6. 아임계수 전처리와 선행 연구의 효소 당화 결과 비교 
SW = subcritical water, DA = dilute acid, AFEX = ammonia fiber explosion, SAA = soaking in aqueous ammonia 
원료 전처리 방법 전처리 조건 효소 투입량 효소당화 시간(h) 포도당 수율(%) 참고문헌 
Tulip tree SW 220 ℃, 20 min, 6.7% w/v 10 FPU/g wet substrate 
20 CBU/g wet substrate 
48  >99 This work 
Sunflower stalks SW 220 ℃, 5 min, 10% w/v 15 FPU/g substrate 
23-31 IU/g glucan 
72  90.2 [90] 
Tulip tree SW 260 ℃,6.7% w/v 25 FPU/g 48  88.0 [91] 
Hybrid poplar SW 200 ℃, 10 min, 15% w/v 40 FPU/g glucan 
40 CBU/g glucan  
48   63.3 [92]  
Oil palm frond SW 178 ℃, 11.1 min, 10.4% w/v 15 FPU/g biomass 
15 IU/g biomass 
48  92.7 [93] 
Rice straw SW 240 ℃, 30 min, 10% w/v 40 FPU/g substrate 
5 IU/g substrate 
72   ~97 [47] 
Eucalyptus SW 210 ℃, 3.3 ℃/min, 12.5% w/v 10.3FPU/g substrate 
10 IU/FPU 
48  93.8 
(total saccharides) 
[48] 
Switchgrass DA 140 ℃, 40 min, 11% w/v 15 FPU/g glucan 
30 CBU/g glucan 
72  76.7 [94] 
Switchgrass SO
2
-steam 180 ℃, 10 min, 11% w/v 15 FPU/g glucan 
30 CBU/g glucan 
72  84.8 [94] 
Switchgrass AFEX 140 ℃, 30 min, 33.3% w/v 15 FPU/g glucan 
30 CBU/g glucan 
72  84.8 [94] 
Switchgrass SW 200 ℃, 10 min, 18% w/v 15 FPU/g glucan 
30 CBU/g glucan 
72  90.6 [94] 
Switchgrass SAA 160 ℃, 60 min, 13% w/v 15 FPU/g glucan 
30 CBU/g glucan 
72  66.0 [94] 
Switchgrass Lime 120 ℃, 240 min, 6.7% w/v 15 FPU/g glucan 
30 CBU/g glucan 
72  79.0 [94] 





백합나무를 모델 섬유소계 바이오매스로 선정하였고 
헤미셀룰로오스의 분획을 위해 반응 조건을 변화시켜가며 아임계수 
전처리 실험을 실시하였다. 전처리 후 얻어진 고상 시료에 대해서는 
효소 당화를 실시하여 전처리 조건에 대한 효소의 활성을 평가하였다.  
각 공정에 대한 전처리 반응 온도와 체류 시간의 영향을 통합적으로 
고찰하기 위해 가혹성 계수를 도입하였고 전처리 조건에 따른 시료의 
물리화학적 성질 변화와 효소 당화율 사이의 관계를 도시하였다. 실험 
결과 헤미셀룰로오스 성분의 효과적인 분획(90% 이상)을 위해서는 약 
4.5 이상의 가혹성 계수 조건에서 전처리가 이루어져야 함을 확인할 수 
있었다. 헤미셀룰로오스의 주요 성분은 대부분 가수분해되어 물에 녹아 
액상으로 분리되었으며, 고상 시료는 셀룰로오스와 리그닌이 주성분을 
이루었다. 효소 당화의 경우 약 4.8 이상의 가혹도에서 전처리한 
시료의 경우 거의 100%에 가까운 포도당 수율을 얻을 수 있었으며 
비결정성 효소 활성 저해 물질의 제거가 가장 크게 영향을 주는 것으로 
판단되었다. 전처리 조건이 가혹할수록 높은 헤미셀룰로오스 분획률과 
당화율을 얻는데 유리하지만 동시에 전처리 과정에서 당의 손실도 
커지므로 이러한 것들을 종합적으로 고려하여 공정을 설계할 필요가 
있다. 
이상의 결과에서 백합나무의 전처리 특성은 반응의 가혹도에 따라 
밀접한 연관이 있음을 확인할 수 있었다. 그러나 같은 가혹성 계수를 
가진다 해도 이를 결정하는 변수가 2 개 이므로 어느 한 조건에 
극단적으로 치우치는 경우에는 경향성을 잃을 수 있다. 따라서 가혹성 
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계수의 적용 범위를 일반화 시키기에는 다소 무리가 있으므로 적절한 
적용 범위의 설정이 필요하다. 본 연구의 결과로는  180~220 ℃의 
온도 조건과 가혹성 계수가 3.0~5.1 이 되는 조건을 만족하는 반응 
시간으로 한정할 수 있다. 이를 초월한 범위에서 가혹성 계수에 따라 
백합나무의 전처리 특성이 경향성을 가지는지에 대해서는 추가적인 
실험을 통한 검증이 필요하나 기존 문헌들의 연구 내용을 바탕으로 
추론해보면 약 160~250 ℃의 아임계 온도 조건에서는 확장 적용이 








최근 바이오 연료 또는 바이오 화학제품에 대한 수요가 급증하면서 
바이오 원료로서 섬유소계 바이오매스가 큰 주목을 받고 있다. 
이전에는 섬유소계 바이오매스를 연료로 사용하기 위해서 대부분 바로 
연소시킴으로써 열을 얻는 방법을 이용하였으나 고체라는 특성상 운반 
및 저장에 한계가 있었다. 연료 이외에 화학적 변환을 거쳐 이용되는 
섬유소계 바이오매스는 대부분 제지 산업을 통해 종이로서 이용되었다. 
일반적으로 사용되는 종이의 주성분은 셀룰로오스이므로 섬유소계 
바이오매스로부터 리그닌과 헤미셀룰로오스의 제거가 필수적이었고 
이에 따른 기술 개발도 주로 제지 산업을 통해 이루어져 왔다. 
섬유소계 바이오매스를 화학적으로 변환시키는 목적이 종이에서 에탄올 
또는 화학제품으로 변하기는 했지만 오늘날 연구되고 있는 많은 
바이오매스 전처리 공정은 그 방법적 측면에서 펄프 공정과 많은 
유사점을 가지고 있으며, 실제로 그 기원을 제지 공학에 두고 있는 
경우가 많다.  
개미산과 같은 유기산 또는 그 과산화물(예: 과산화개미산)을 
전처리에 이용하는 것 역시 펄프 공정에 대한 연구로부터 시작되었다. 
개미산은 최근 들어 새롭게 주목받고 있는 전처리 용매로서 탈리그닌 
효과가 뛰어난 것으로 보고되어 있어 목질 성분의 분획에 유용하게 
쓰일 수 있을 것으로 기대되고 있다[96]. 리그닌을 용해시키기 
위해서는 δ = 11 정도의 용해도 계수(solubility parameter)를 가지는 
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용매가 적절하다고 보고되어 있다[97]. 개미산의 경우 δ = 12.1 
정도로 리그닌에 대해 비교적 높은 용해력을 가지고 있으며 유기용매 
전처리법에서 사용되는 용매들 중 비교적 안정한 편에 속해 전처리 
공정이 끝난 후 높은 회수율과 재활용율을 기대할 수 있다. 또한 
개미산에 녹아 있는 리그닌은 물과 같은 역용매를 가하여 
침전시킴으로써 손쉽게 회수할 수 있고, 이렇게 얻어진 리그닌은 
추가적인 공정을 거쳐 고부가가치의 용도로 사용될 수 있다[98].  
그러나 지금까지는 주로 펄프 공정에 대한 활용에 초점을 맞추어 
연구가 진행되었기 때문에 셀룰로오스에 대한 효소 접근성에 대한 심도 
있는 연구는 제한적으로만 이루어져 왔다[99]. 이는 개미산에 의한 
전처리 과정 중 셀룰로오스의 하이드록실기가 개미산과 반응하는 
포르밀화 반응(formylation)이 일어나기 때문이다. 포르밀화된 
셀룰로오스는 효소에 대한 접근성이 떨어질 뿐만 아니라 발효 공정에서 
미생물의 생장에 악영향을 끼치는 것으로 알려져 있다. 따라서 이러한 
결정적인 단점을 보완하기 위한 전처리 공정의 개선이 필요하다.  
Kham 등[100] 은 유기산을 이용한 밀짚의 탈리그닌 공정에 대한 
연구에서 염기성 과산화수소 용액이 셀룰로오스의 수산기를 
재생시킴으로써 펄프의 기계적 물성을 향상시킬 수 있음을 발견하였다. 
본 연구에서는 이러한 원리를 이용하여 개미산 전처리된 백합나무 고상 
시료에 대해 탈포르밀화를 실시함으로써 효소 당화율의 향상에 미치는 
영향을 알아보았다. 전체적으로는 헤미셀룰로오스를 분획한 백합나무 
고상 시료로부터 개미산 전처리와 과산화수소 표백을 통해 리그닌을 
분획하여 높은 순도의 셀룰로오스를 얻고자 하였고, 이렇게 얻어진 
셀룰로오스의 물성과 효소 당화율을 평가하였다. 
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3.2. 재료 및 장치 
 
3.2.1. 원료 물질 및 시약 
 
실험에 사용된 백합나무 시료는 2.2.1 절에서 소개한 바와 
마찬가지로 다양한 크기를 가진 목분의 형태로 뉴트라팜㈜으로부터 
공급받았다. 백합나무 목분은 추가적인 분쇄와 분체 과정을 거쳐 
최종적으로 0.25~0.42 mm 의 크기를 가지는 입자로 선별하였고, 1:2 
부피 비율의 에탄올-벤젠 용액을 이용한 속실렛 추출을 통해 지질이나 
클로로필 등 후속 분석 과정의 방해 요소가 될 수 있는 물질들을 
추출하였다. 탈지된 시료는 잔류 유기용매의 제거를 위해 45 ℃ 의 
진공 오븐에서 건조하였다. 건조가 끝난 탈지 시료는 실험에 사용되기 
전까지 상온의 데시케이터에 보관하였고 평균 함수율은 5% 이내로 
유지하였다. 본 연구의 목적은 목질게 바이오매스의 주요 세 성분을 
순차적으로 분리하는 전처리 공정의 개발이므로 이 절에서는 아임계수 
전처리를 통해 헤미셀룰로오스를 일차적으로 분리해낸 백합나무 고상 
시료를 가지고 실험을 진행하였다.  
실험에 사용한 개미산(99%), 염산(35-37%), 수산화나트륨(ultra-
pure grade), 과산화수소(34.5%) 는 모두 삼전화학으로부터 구입하였다. 





3.2.2. 실험 장치 
 
아임계수 전처리는 앞에서의 실험과 마찬가지로 그림 2-3 에 
나타낸 것과 같은 316 형 스테인리스 강으로 주문 제작된 23.6 ml 
부피의 회분식 반응기를 이용하였다. 열원으로는 그림 2-4 에 나타낸 
용융염조를 이용하여 실험을 진행하였다.  
개미산 전처리는 고압을 필요로 하지 않고 산에 의한 부식의 우려가 
있으므로 스테인리스 소재의 반응기 대신 내열 및 내부식성을 가진 유
리초자를 반응기로 이용하였다. 반응의 열원으로는 대한과학에서 구입
한 오토클레이브(WiseClave WACS-1045)를 이용하였다. 내압성이 낮
은 유리 초자를 이용하는 경우 고온에서 반응기 내부의 압력 증가로 인
해 유리 초자가 깨질 수 있으므로 입구를 느슨하게 잠궈야만 한다. 따
라서 반응 도중에 개미산과 같은 유독성 물질이 기화되어 새어나올 수 
있는데 오토클레이브를 이용하면 오토클레이브 내부는 밀폐가 되므로 
이러한 위험을 상대적으로 줄일 수 있다. 하지만 장치의 특성상 교반이 
힘들다는 것은 개선해야 할 점이다. 실험에 사용한 오토클레이브의 모
습을 그림 3-1 에 나타내었다.  
알칼리 과산화수소 용액을 이용한 탈포르밀화/표백 실험은 
대한과학에서 구입한 항온수조(WiseBath WVB-30)를 이용하였다. 
펌프를 이용하여 물을 순환시킴으로써 온도를 유지하며 자체적으로는 
교반이 불가능하나 내부에 선을 연결하여 자석 교반 장치를 설치할 수 







































3.3. 실험 및 분석 
 
3.3.1. 아임계수 전처리  
 
개미산 전처리에 사용할 아임계수 전처리 고상 시료의 확보를 위해 
220 ℃에서 5 min(Log R0 = 4.23) 동안 아임계수 가수분해를 
진행하였다. 앞선 실험과 마찬가지로 회분식 반응 시스템을 이용하였고, 
전체적인 실험은 2.3.1.절에서 설명한 것과 같은 순서에 따라 
진행되었다. 반응이 끝나고 반응기를 냉각시킨 후 반응물들을 앞에서 
설명한 것과 같은 방법으로 액상과 고상으로 분리하였다. 개미산 
실험을 위해서는 고상 시료만이 이용되었다. 이렇게 얻어진 고상 
시료는 정확한 정량 분석을 위해 105 ℃의 오븐에서 하룻동안 




3.3.2. 개미산 전처리 및 탈포르밀화 
 
개미산을 이용한 선행연구에서 유칼립투스 나무를 80% 이상의 
농도를 가진 개미산 수용액을 용매로 하여 염산 촉매 하에 개미산의 
끓는점 이상의 온도에서 반응시키면 리그닌의 제거에 매우 효과적임이 
보고된 바 있다[98]. 본 연구에서는 이 문헌을 참고로 하여 리그닌의 
분획을 위한 실험 방법을 설계하고 반응 조건을 설정하였다. 한편 
개미산의 농도가 100%에 가까워지면 오히려 후속 발효 공정의 효율을 
저해시키는 것으로 보고되었다[30].   
반응 용매로는 개미산과 물을 89.5%와 10.3%의 무게 비로 섞은 
수용액을 제조하여 사용하였다. 촉매로 사용된 염산은 0.2%의 무게 
비만큼 넣어주었다. 바이오매스 시료와 개미산 용액을 1:20(w/v)의 
비율로 반응용 유리 초자 반응기에 넣고 뚜껑을 느슨하게 닫아주었다. 
약간의 물을 채운 오토클레이브에 반응기를 넣고 오토클레이브를 
밀폐한 후, 120 ℃에서 2 시간 동안 리그닌 분획을 위한 전처리를 
진행하였다. 반응이 끝나면 오토클레이브 내부가 상온에 이를 때까지 
방치한 후 개미산 증기를 빨아들일 수 있도록 후드를 연결한 상태에서 
오토클레이브의 뚜껑을 연고 반응기를 꺼냈다.  
전처리된 시료는 1G3 유리필터(Iwaki, 일본)를 이용하여 진공 
하에서 여과시켜 액상과 고상으로 분리하였다. 우선 80 ℃로 가열한 90% 
농도의 개미산 수용액을 이용하여 고상 시료내에 잔류한 리그닌을 
씻어내었다. 검은색을 띠는 리그닌 용액이 더 이상 필터로부터 
여과되어 나오는 여과액에서 관찰되지 않으면 이번에는 80 ℃로 
가열한 증류수를 이용해 잔류 용매와 수용성 성분들을 pH 가 중성이 
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될 때까지 여과해 주었다. 한편 진공 여과 과정에서 전처리로 인해 
바이오매스 입자의 크기와 구조가 변형되어 진공을 걸어주더라도 
여과가 잘 되지 않는 현상을 관찰할 수 있었다. 따라서 고상 시료 내 
잔류 용매 및 부산물의 양을 최소화하기 위해서는 충분한 시간을 두고 
천천히 여과를 진행하여야만 한다. 개미산 전처리를 통해 얻은 고상 
시료는 105 ℃의 오븐에서 건조한 뒤 그 무게를 측정하였다. 
알칼리 과산화수소 처리는 개미산 전처리 과정에서 생긴 포르밀기를 
제거하고 셀룰로오스의 순도를 높이기 위해 진행하였다. 먼저 증류수에 
과산화수소를 0.6% 넣어 묽은 과산화수소 용액을 제조하였다. 여기에 
0.4%정도에 해당하는 수산화나트륨을 첨가하며 최종적인 용액의 pH 가 
12 가 되도록 조절하였다. 반응기에 넣어준 개미산 전처리 고상 시료와 
알칼리 과산화수소 용액의 비율은 1:10(w/v)으로 하였다. 준비된 
반응기는 미리 90 ℃로 예열된 항온 수조에 넣고 5 시간 동안 
반응시켰다. 반응이 끝나면 1G4 유리필터를 이용하여 진공 여과를 
실시하였다. 이때 미리 준비한 80 ℃의 증류수로 고상 시료의 pH 가 
중성이 되도록 충분히 헹궈주었다. 얻어진 고상 시료는 효소 당화와 
분석을 위해 105 ℃의 오븐에서 건조하였다. 아임계수 반응을 포함한 
전체적인 반응 조건을 표 3-1 에 요약하였다. 
아임계수 공정과 개미산 공정을 포함한 전체 실험의 순서도를 그림 














표 3-1. 개미산 전처리 공정의 순서와 반응 조건 
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3.3.3. 효소 당화 
 
전처리 과정에 따른 효소 당화율의 변화 양상을 관찰하기 위하여 
전처리하기 전 고상 시료, 아임계수 전처리된 고상 시료, 개미산 
전처리된 고상 시료, 탈포르밀화된 고상 시료를 각각 기질로 삼아 효소 
당화를 진행하였다.  
당화 실험을 위해 앞에서 언급했던 Celluclast 1.5L 과 Novozyme 
188 두 가지 종류의 상용 효소를 이용하였다(그림 2-5). 그러나 본 
실험에서는 아임계수 실험 때와는 다른 농도의 효소를 투입하였다. 
개미산 전처리를 통한 효소 당화율의 향상을 뚜렷하게 확인하기 위해 
Celluclast 1.5L 은 5 FPU/g cellulose, Novozyme 188 은 10 CBU/g 
cellulose 의 비교적 적은 양을 투입하였다. 전체적인 효소 당화 실험의 
순서는 앞에서 설명한 것과 같은 방법을 따랐다. 전체적인 효소 당화 
조건은 표 3-2 에 요약하여 나타내었다. 
효소 당화는 120 h 에 걸쳐 진행되었고 분석을 위해 정해진 
시간마다 당화액으로부터 0.5 ml 의 시료를 채취하여 0.2 μm 크기의 
주사기 필터를 이용하여 여과시켰다. 여과시킨 용액은 바이알에 담아 
HPLC 로 정량 분석을 진행하였다. 당의 분석을 위해 굴절률 검출기와 
300 mm x 7.8 mm 크기의 Aminex HPX-87P 컬럼 을 사용하였다. 
분석 온도와 시간은 각각 80 ℃, 30 min 이었고 이동상으로는 물을 0.6 





표 3-2. 아임계수 + 개미산 전처리 고상 시료의 효소 당화 조건 
 
Sample 
- Untreated TL 
- SCW pretreated solid 
- Formic acid pretreated solid 
- Hydrogen peroxide bleached solid 
Biomass loading 2 % (oven dry wt. substrate/vol. of buffer) 
Enzyme loading  
Celluclast 1.5L: 5 FPU/g substrate 
Novozyme 188: 10 CBU/g substrate  
(CBU/FPU = 2:1) 
Buffer solution pH 4.8, 5mM sodium citrate buffer 
Incubation temp. 50 ℃ 
Shaking 150 rpm 
Reaction Time  120 h 






3.3.4. 전처리 생성물의 분석 
 
고상 수율 (Solid yield) 
먼저 시료에 포함되어 있는 수분을 제거하기 위하여 일정량의 
시료를 미리 무게를 측정한 은박접시 위에 덜어 105 ℃의 오븐에서 24 
h 동안 건조시켰다. 건조된 시료를 오븐에서 꺼낸 후 바로 무게를 
측정하면 공기 중의 수분이 다시 흡수되기 쉬우므로 영향을 최소화하기 
위해 데시케이터에서 방냉한 후 무게를 측정하였다. 시료의 건조 전, 
후의 무게를 알면 함수율을 구하여 오븐 건조 무게(oven dry weight, 
ODW) 를 알 수 있다.  
고상 수율은 전처리 전의 바이오매스와 전처리 후에 얻어진 고상 
시료의 오븐 건조 무게를 이용하여 아래의 식과 같이 계산할 수 있다.  
 
고상 수율 (%) =  
아임계수 전처리된 고상 시료의 건조 무게 (g)
아임계수 전처리 전의 백합나무 목분의 건조 무게 (g)
× 100%  
 
화학 조성 (Chemical composition) 
먼저 건조된 시료 0.1 g 에 72% 황산 1ml 을 넣고 유리 막대로 잘 
교반해주며 30 ℃의 온도의 항온수조에서 2 h 동안 가수분해시킨다. 
여기에 28 ml 의 증류수를 첨가하여 황산의 농도가 4%가 되도록 한 후 
121 ℃의 오토클레이브 에서 1 h 동안 처리한다. 여기서 얻어진 
가수분해 용액은 냉각시킨 후 1G4 유리 필터를 이용하여 진공 
여과시킨다. 유리 필터에 남은 흑갈색의 고체 찌꺼기는 산 불용성 
리그닌으로 105 ℃의 오븐에서 24 h 동안 건조시킨 후 무게를 재어 그 




산 불용성 리그닌 함량 (%) =  
필터에 남은 리그닌의 건조 무게 (g)
가수분해 전 시료의 건조 무게 (g)
 × 100% 
 
산 가용성 리그닌의 함량은 진공 여과 과정에서 미리 액상 
가수분해물 여과액의 부피를 측정한 뒤 UV-Vis 분광기를 이용하여 
240 nm 의 파장에서 흡광도를 측정하여 구하였다. 이때 여과액의 
흡광도가 0.7~1.0 사이가 되도록 증류수로 희석해 가면서 측정한다. 산 
가용성 리그닌의 함량은 다음과 같은 식에 의해 구하였다.  
 
산 가용성 리그닌 함량 (%)
=  
UV 흡광도 × 여과액 부피 (ml)  × 희석 배수
ε × 가수분해 전 시료의 건조 무게  (g)
 × 100% 
여과액의 일부는 가수분해되어 생성된 단당류와 유기산 등의 정량 
분석에 사용되었다. 당과 유기산의 분석에는 HPLC 가 사용되었다. 
검출기로는 굴절률 검출기가 사용되었으며 300 mm x 7.8 mm 크기의 
Aminex HPX-87P 컬럼과 Aminex HPX-87H 컬럼이 각각 당과 
유기산의 분석을 위해 사용되었다. 당 분석을 위해서는 물을 
이동상으로 사용하였고 분석 온도와 시간은 각각 80 ℃, 30 min 으로 
하였다. 유기산 분석의 경우 이동상으로는 5 mM 황산 수용액을 
사용하였고 60 ℃의 온도에서 0.6 ml/min 의 유량으로 흘려주었다. 
 
접근 가능 기공 부피 (Accessible pore volume) 
리그닌이나 헤미셀룰로오스가 분획됨에 따라 구조적으로 효소가 
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접근 가능한 면적이나 기공 부피는 증가하게 된다. Yu 등은 
탈리그닌도와 접근 가능 기공 부피 사이에 밀접한 상관관계가 있는 
것을 밝혀냈으며 이것이 효소 당화율을 향상시킬 수 있다고 
주장하였다[101]. 또한 Grethlein 은 기공의 크기 분포 변화가 
셀룰로오스의 효소 당화율에 주는 영향을 규명한 바 있다[102]. 
바이오매스의 다공성(porosity)을 분석하기 위한 방법은 여러 가지가 
있으나 본 연구에서는 시차주사열량측정기(DSC, Differential Scanning 
Calorimetry)를 이용한 열적기공측정법(thermoporometry)으로 분석을 
시도하였다. DSC 를 이용한 방법은 비교적 최근에 제안된 방법으로 
젖은 시료에도 적용할 수 있다는 장점이 있다.  
기공 부피 측정을 위한 DSC 기기는 Q100(TA Instrument, 미국) 
모델을 이용하였다. 기기에는 냉각기가 장착되어 있고, 퍼지 가스로는 
고순도 질소(99.999%, 협신가스, 한국)를 50 ml/min 의 유량으로 
흘려주었다. 접근 가능 기공 부피는 7~400 nm 범위의 지름을 가지는 
기공에 채워진 물의 양을 Gibbs-Thomson 식에 따라 계산함으로써 
구할 수 있다[101]. 지름 7 nm 이하의 기공은 일반적으로 알려진 
효소의 크기(~6.5 nm) 보다 작으므로 계산에서 제외하였다[103].  
약 5 mg 의 충분히 젖은 시료를 알루미늄 팬 위에 놓고 밀폐한 후 
기기에 넣고 -70 ℃에서 얼려준 후 3 min 동안 방치한다. 시료의 
감열(sensible heat)을 측정하기 위하여 온도를 -49.5 ℃로 올리고 다시 
3 min 동안 방치한다. 같은 방법을 정해진 온도(-39.6, -26.4, -19.8, -
15.8, -13.2, -9.9, -8.8, -7.2, -5.7, -4.0, -2.6, -2.0, -1.3, -0.9, -0.7, 
-0.5, -0.3, -0.2, -0.1 ℃)에서 실시하였다. 이때 승온 속도는 
1 ℃/min 으로 하였다. 분석이 끝난 후 시료가 담긴 팬을 열고 
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105 ℃의 오븐에서 24 시간 동안 건조시켜 시료의 함수율을 측정하였다. 
전체 기공 부피(total pore volume)는 아래의 식을 이용하여 계산할 수 
있다[104].  
 
Vp =  
∆Hpore  ×  Cliq  × l
∆Hf  ×  Csolid  ×  ρliq
 
 
여기서 Vp 는 전체 기공 부피(cm
3/g), ΔHpore 는 기공의 융해열(J/g), 
ΔHf 는 물의 유효 융해열(334.5 J/g), Cliq 와 ρliq 은 시료 내 액체의 
질량(g) 과 밀도(g/cm3), Csolid는 시료내 고상 성분의 질량을 의미한다.  
 
X 선 회절 분석 (XRD) 
Cu Kα 를 방사선원으로 하고 흑연 단색화 장치를 이용하는 일본 
Rigaku 사의 X 선 회절 분석기를 이용하여 고상 시료의 결정성을 
측정하였다. 회절 패턴은 10~40˚의 2θ 범위에서 기록되었고, 1˚/min 의 
스캔 속도로 0.02˚마다 측정하였다. 가동 전압과 가동 전류는 각각 50 
kV 와 200 mA 로 하였다.  
X 선 회절 분석의 결과를 이용하여 바이오매스의 결정화도
(crystallinity index, CrI)를 다음과 같은 식에 의해 계산하였다. 
 
CrI (%) =  
I002 − Iam
I002
 × 100% 
 
푸리에 트랜스폼 적외선 분광기 (FT-IR) 
감쇠 전반사(ATR, Attenuataed Total Reflectance) 방식의 Nicolet 
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6700 FT-IR 분광기(Thermo Scientific, 미국) 를 이용하여 건조된 고상 
시료의 화학적 결합 변화를 측정하였다. 분석은 4000~600 cm-1 의 
범위에서 4 cm-1의 해상도로 이루어졌고 스캔 속도는 64 로 설정하였다. 
 
전계방출 주사전자현미경 (SEM) 
전처리 전후의 바이오매스 표면 형태와 구조의 변화를 보기 위하여 
전계방출 주사전자현미경을 이용한 관찰을 수행하였다. 건조된 고상 
시료를 스터브에 미리 붙여둔 카본 테이프 위에 잘 펴 바르며 
부착시켰다. 카본 테이프 위에 제대로 부착되지 않은 시료는 분석 시 
기기를 손상시킬 수 있으므로 바람을 불어 날려주었다. 준비된 시료는 






3.4. 결과 및 고찰 
 
3.4.1. 전처리 시료의 수율 및 조성 변화 
 
각 전처리 과정에 따라 고상 시료의 수율과 화학 조성이 어떻게 
변하는지를 살펴보기 위하여 각 시료별로 조성 분석을 실시하였다. 
전처리 하기 전의 백합나무 시료는 TL, 아임계수 전처리한 시료는 SW, 
개미산 전처리한 시료는 FA, 과산화수소 처리한 시료는 HP 로 각각 
표기하였다. 표 3-3 에는 원시료 대비 고상 수율과 각 시료 내의 화학 
조성을 정리하였고 표 3-4 에는 각 공정별 고상 수율과 . 전체 공정을 
마친 후 성분별 제거율을 나타내었다.  
전체 공정이 끝났을 때 고상 시료의 수율은 처음 넣어준 백합나무 
목분의 질량 대비 35.4%였고 그 중 97.6%가 글루칸인 것으로 나타나 
매우 높은 순도를 보였다.  
공정별로 보면 먼저 220 ℃, 5 min 간의 아임계수 전처리로 전체 
헤미셀룰로오스의 약 90%가 분획되었다. 이때 글루칸의 함량이 약간 
증가하는 것으로 나왔는데 이는 실험 오차인 것으로 생각된다. 
리그닌은 전체의 약 40%가 분획된 것으로 나타났는데 이는 그림 2-
6 에 나타난 바와 같이 본 실험이 리그닌 제거 수율이 최대치를 
나타내는 반응 조건(Log R0 ≈ 4.2)에서 이루어졌기 때문으로 생각된다. 
포르밀기는 약 25%정도 증가한 것으로 나타났는데 반응 중 생성된 
개미산이 셀룰로오스의 수산화기와 반응하여 생성되었을 것으로 
생각해볼 수 있다.  
리그닌의 탈중합을 위한 개미산 처리 결과 리그닌의 제거율이 약 
94 
 
90%까지 높아진 것을 확인할 수 있었으나 글루칸의 손실도 아임계수 
전처리에 비해 상당히 증가하는 것을 알 수 있었다. 시료의 색은 
리그닌 성분의 제거로 인해 짙은 갈색에서 연한 갈색으로 
변화하였다(그림 3-4). 한편 개미산 처리 결과 셀룰로오스의 
수산화기가 개미산과 반응하여 다량의 포르밀기가 생성되는 것으로 
나타났다.  
그러나 HP 에서는 생성된 포르밀기가 대부분 제거되는 것을 확인할 
수 있었으며 약간의 탈리그닌 효과도 관찰할 수 있었다. 이렇게 
최종적으로 얻어진 셀룰로오스는 과산화수소의 표백 효과로 인해 하얀 










화학 조성 (%) 
Glu Xyl Gal Ara Man KL ASL FG AG 
TL 100 43.9 18.5 3.7 2.6 4.8 18.5 5.2 0.1 0.8 
SW 62.7 71.8 3.3 nd nd 1.3 18.8 3.5 0.2 0.3 
FA 37.6 92.8 1.7 nd nd nd 3.3 1.7 3.4 0.6 
HP 35.4 97.6 0.7 nd nd nd 0.4 1.2 0.1 0.3 
 
nd = 검출되지 않음, Glu = Glucan (글루칸), Xyl = Xylan (자일란), Gal = Galactan (갈락탄), Ara = Arabian (아라비난), Man = Mannan 








표 3-4. 다양한 전처리 시료의 이전 공정 대비 고상 수율과 각 성분 별 제거율 
 
물질 
이전 공정 대비 
고상 수율 
(%) 
  제거율 (%) 
  Glu Xyl Gla Ara Man KL ASL FG AG 
TL -                     
SW 62.7   -2.5 88.8 100 100 83.2 36.2 57.8 -25.4 76.5 
FA 60.0   20.5 96.5 100 100 100 93.3 87.7 -1178 71.8 
HP 94.1   21.3 98.7 100 100 100 99.2 91.8 64.6 86.7 
 
Glu = Glucan (글루칸), Xyl = Xylan (자일란), Gal = Galactan (갈락탄), Ara = Arabian (아라비난), Man = Mannan (만난), KL = Klason lignin 

























3.4.2. 전처리 시료의 물리화학적 특성 변화 
 
바이오매스의 유효 표면적, 그 중에서도 기공들이 이루고 있는 내부 
표면적은 섬유소계 바이오매스의 효소 당화율을 결정짓는 중요한 
변수의 하나로 알려져 왔다[101, 105]. 앞선 연구들에서 
헤미셀룰로오스와 리그닌의 분획률이 바이오매스의 표면적 또는 기공 
부피의 변화에 대응한다는 것이 밝혀졌으며, 이는 결국 효소의 
접근성을 향상시켜 포도당 수율을 높이는데 기여할 수 있음이 
보고되었다. 본 연구에서도 Yu 등[101] 이 제안한 열적기공분석법을 
이용하여 전저리 전후 기공 부피의 분포 변화를 관찰하였고 이를 그림 
3-5 에 나타내었다. 전처리 단계에 따라 기공 부피가 증가하는 것이 
관찰되었으나 부피 증가의 대부분은 효소의 크기보다 작은 지름을 
가지는 기공의 증가로 인한 것으로 보인다. 비록 기공 부피의 증가가 
매우 작은 지름을 가지는 기공들에 집중되기는 했으나 큰 지름을 
가지는 기공들도 전처리 단계에 따라 부피가 증가하는 양상을 보였다.  
지름 7 nm 이하의 기공은 제외하고 단위 무게당 효소 접근 가능 
기공 부피를 계산하여 전처리 단계별로 도시한 결과 그림 3-6 처럼 
전처리 단계에 따라 선형적으로 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 
전처리 전의 단위 무게당 기공 부피는 0.24 cm3/g 이었으나 아임계수 
전처리 후에는 0.49 cm3/g 으로 증가하였는데, 이는 주로 
헤미셀룰로오스의 제거로 인한 것으로 보인다. 개미산과 과산화수소 
처리를 통해 리그닌과 포르밀기가 제거된 바이오매스의 단위 무게당 
기공 부피는 각각 0.64 cm3/g, 0.92 cm3/g 로 증가하였다. 이를 통하여 
















































앞선 아임계수 전처리 실험에서도 보였듯, 바이오매스의 결정성 
또한 효소 당화율에 영향을 미치는 중요한 인자 중 하나이다. 본 
실험에서 행해진 다양한 전처리 단계별 CrI 변화를 보기 위하여 
XRD 를 이용한 분석이 진행되었고 그 결과를 그림 3-7 에 나타내었다.  
2 절에서와 마찬가지로 SW 의 I002 피크(2θ = 22˚ 부근) 는 피크의 
강도가 증가하고 폭이 좁아진 것을 확인할 수 있었다. 이때의 CrI 값은 
그림 3-8 에 나타내었듯이 54.6%에서 70.6%로 크게 증가하였다. ㄻ의 
경우 I002 피크의 강도가 더욱 증가하고 모양도 더욱 뾰족하게 변하였다. 
CrI 값도 79.7%로 더욱 증가하는 모습을 보였다. 아임계수와 개미산 
처리 후 시료의 결정화도 증가는 비결정성인 헤미셀룰로오스와 
리그닌의 함량이 줄어들어 상대적으로 바이오매스 내의 결정성 
셀룰로오스의 비율이 증가하였기 때문인 것으로 풀이된다. 특히 FA 의 
경우 셀룰로오스 섬유소들이 서로 응집하여 밀집된 구조를 
형성함으로써 결정화도를 높이는데 기여한 것으로 보인다. 이는 그림 
3-3 에서도 확인할 수 있는데 FA 는 섬유 형태의 작은 입자들이 서로 
뭉쳐있는 형태로 회수되었다. 유기용매를 이용한 전처리 과정에서 
수산화기의 에스테르화 반응 등을 통해 섬유소 내부의 수소 결합이 
감소하는 것이 관찰되었는데, 이러한 이유로 각 섬유들간의 결합이 
점점 뻣뻣해지면서 응집하거나 엉키는 성질을 가지게 된다[100]. 또한 
아임계수와 개미산 전처리 후 비결정성 영역(2θ = 13.0~18.0˚)의 피크 
크기가 증가하는 것이 관찰되었는데 이는 평행 사슬 구조를 이루고 
있던 셀룰로오스 I 결정 구조(cellulose I crystalline structure)가 전처리 
과정에서 셀룰로오스 II 결정 구조(cellulose II crystalline structure)로 
변형되었음을 나타낸다.  
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그러나 HP 의 XRD 피크 크기는 결정성 영역(2θ = 22˚) 과 
비결정성 영역(2θ = 13.0~18.0˚) 모두에서 아임계수나 개미산으로 
처리한 시료의 그것에 비해 현저히 줄어들었다. 계산된 CrI 값은 
76.9%로 나타났다. 이는 과산화수소에 의해 수산화기가 다시 재생됨에 
따라 셀룰로오스 섬유들 간의 엉킴과 응집 정도가 다시 줄어들었기 
때문으로 해석된다. 이러한 수산화기의 재생 과정에서 셀룰로오스 
섬유소 간에 존재하는 사슬 내부 수소 결합이 증가하여 팽윤이 
일어나기 쉽게 변함으로써 효소가 접근하기가 좀더 쉬운 구조가 




























전처리 단계에 따른 고상 시료 표면의 화학 결합 변화를 구체적으로 
알아보기 위하여 FT-IR 분석을 진행하였고 파수에 따른 흡수 파장을 
그림 3-9 에 나타내었다. 각 피크가 나타나는 위치에 따른 화학결합의 
종류와 해석은 표 3-5 에 정리하였다. 
TL 의 1732 cm-1(3)에서 나타나는 피크는 에스터의 비공액 
(unconjugated) C=O 결합을 나타내며 헤미셀룰로오스의 존재 하에 
나타나는 피크인데[107], 아임계수 전처리 후에는 헤미셀룰로오스의 
제거로 인해 거의 관찰되지 않았다. 반면, 1593(6), 1503(7), 1423(8) 
1267 cm-1(10)에서 나타나는 리그닌의 특징적인 피크의 세기는 
증가하는 경향을 보였다. 그러나 1234.51 cm-1(11)에서 나타나는 
과이아실기의 흡수 피크는 상대적으로 감소하는 경향을 보였는데, 이는 
아임계수 처리 과정에서 제거되는 리그닌의 주성분이 과이아실기를 
포함하고 있기 때문일 것으로 추정된다. 위에 언급한 헤미셀룰로오스와 
리그닌 피크는 개미산 및 과산화수소 처리 시료에서는 거의 검출되지 
않았다. 
한편 FA 의 1717.43 cm-1(4) 부근에서 매우 뚜렷한 피크가 
나타났는데 이는 개미산이 셀룰로오스 사슬 내부로 침투하여 새로운 
결합을 형성함으로써 생기는 것으로 알려져 있다[108]. 이는 개미산 
처리의 결과로 셀룰로오스의 수산화기가 포르밀기로 치환되었음을 
나타내는 증거인데, 과산화수소 처리 후 수산화기의 재생으로 인해 
피크가 검출되지 않은 것으로도 확인이 가능하다.  
3340 cm-1(1)에서 나타나는 O-H 수소결합 스트레칭 피크와 2900 
cm-1(2)에서 나타나는 C-H 스트레칭 피크는 비결정성 셀룰로오스의 
존재를 나타낸다. 반면 1369(9), 1316(10), 1156(14), 1054(15), 
106 
 
1033(16), and 898 cm-1(17)에서 나타나는 C-O 스트레칭 및 C-H 
변형 피크는 결정성 셀룰로오스의 존재를 나타낸다[109]. 비결정성 
영역에서 수산화기끼리 이루는 분자간 수소 결합은 3340 cm-1(1) 에서 
뚜렷한 피크를 나타내는데, 이 피크는 셀룰로오스의 결정성이 
강해질수록 낮은 파수 쪽으로 이동하는 경향을 보인다[110]. 그런데 
HP 에서는 이들 결정성 또는 비결정성 영역의 피크 세기가 FA 에 비해 
감소하는 것이 관찰되었다. 이는 과산화수소에 의해 처리되는 동안 
에스터기의 가수분해나 셀룰로오스 섬유소의 수화 등으로 인해 
셀룰로오스의 수소결합 네트워크가 일부 붕괴되었음을 의미한다. 
이러한 변화로 인해 1641 cm-1(5)에서는 흡수된 물의 구부림 피크, 












그림 3-9. 전처리 단계별 FT-IR 분석 결과[86] 
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Attribution and description of FT-IR absorption 
Intensity of the band 
TL SW FA HP 
1 ~3354/3340 O‒H stretching vibration (inter/intra molecular in cellulose) 0.0127 0.0261 0.0540 0.0381 





C=O of ester (hemicellulose) 














aromatic skeletal vibrations plus C=O stretch 









8 ~1423 aromatic skeletal vibrations in lignin combined with CH deformation 0.0126 0.0281 0.0112 0.0129 
9 ~1369 O-H in plan bending in cellulose 0.0111 0.0265 0.0138 0.0167 
10 ~1316 phenolic OH 0 0 0.0215 0.0197 
11 1267.21 C–O vibration in syringyl ring 0 0.0463 - - 
12 1234.51 guaiacyl ring plus C=O stretching vibration in lignin 0.0205 0 - - 
13 1202 C–O–H in plane bending at C6 0 0 0 0.0053 
14 ~1156 C–O–C vibration in cellulose and hemicellulose 0.0183 0.0506 0.0547 0.0378 
15 ~1054 C–O stretch in cellulose /aromatic CH in plane deformation 0 0.1112 0.1689 0.1272 
16 ~ 1033 C–O stretch in cellulose and hemicellulose 0.0930 0.1219 0.1763 0.1335 
17 ~ 899 C–H deformation in cellulose 0.0056 0.0330 0.0171 0.0169 
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각 전처리 단계에 따른 고상 시료의 표면 변화를 그림 3-10 에 
나타내었다. 표면 관찰은 각각 500 배, 3,000 배, 10,000 배의 배율로 
SEM 사진을 찍어 진행하였다. 
TL 은 표면의 기공이 대부분 닫혀있는 형태로 관찰되었다. 
SW 에서는 일부분 또는 전체가 열린 기공들이 다수 관찰되었고 구형의 
리그닌 또는 유사리그닌이 표면에 침전되어 있는 것이 관찰되었다. 
여기에 대해서는 2.4.2 절에서 상세히 설명하였다.  
FA 의 확대 사진에서는 이전과는 다른 모습이 관찰되었다. TL 이나 
SW 에 비해 길이가 짧고 표면에 섬유의 형상이 일부 드러나는 형태의 
입자가 다수 관찰되었다. 이는 헤미셀룰로오스에 이어 리그닌이 
빠져나가면서 뼈대가 되는 셀룰로오스가 입자의 대부분을 구성하게 
되기 때문인 것으로 보인다. 그러나 완전한 섬유 모양의 입자는 거의 
관찰되지 않았다. 
HP 입자는 FA 입자에 비해 더 작아지고 섬유의 형태에 가까운 
모양을 하고 있었다. TL 과 비교해 보면 구조가 완전히 변형된 것을 
확인할 수 있었다. 종합해보면, 전처리 단계에 따른 고상 시료 입자의 
크기 와 형태, 표면 구조 변화는 식물체의 주요 구성 성분인 
헤미셀룰로오스와 리그닌의 분획이 주 원인인 것으로 보인다. 여기에 
전처리 용매와의 반응 등으로 인한 셀룰로오스 수소결합의 변화도 구조 















3.4.3. 전처리 단계에 따른 효소 당화율 변화 
 
각 전처리 단계에 따른 효소 당화율을 평가하기 위해 120 h 동안 
효소 당화를 실시한 뒤 매 24 h 마다 포도당 수율의 변화를 측정하여 
비교하였다. 전처리 단계별 호쇼 당화율의 차이를 극대화하여 살펴보기 
위해 비교적 낮은 농도의 효소를 사용하였다(Celluclast 1.5L: 5 FPU/g 
cellulose, Novozyme 188: 10 CBU/g cellulose). 그 결과를 그림 3-
11 에 그래프로 나타내었다.  
실험 결과 HP 가 효소 가수분해 속도가 다른 단계의 시료에 비해 
월등히 빠른 것으로 나타났다. HP 는 당화 24 h 만에 약 29%의 포도당 
수율을 보였으며, 120 h 에서 64%의 최대 수율을 기록하였다. 반면 
SW 는 포도당 수율의 증가 속도가 과산화수소 처리 시료에 비해 매우 
느렸으며 최대 수율은 120 h 에서 약 19%로 HP 에 비해 약 30% 정도 
수준에 머물렀다. 이는 2.4.3 절에서 언급했던 것처럼 전처리 후 
바이오매스 표면에 침전되어 존재하는 리그닌 또는 유사리그닌이 
효소가 접근 가능한 면적을 줄이고 나아가 효소와 비가역적으로 
결합함으로써 효소의 활성을 떨어뜨리기 때문인 것으로 보인다[81, 82]. 
리그닌의 함량은 셀룰로오스의 접근성과 팽윤 정도에 큰 영향을 주는 
것으로 알려져 있으며, 효소의 농도가 낮은 경우 상대적으로 손실되는 
효소의 비율이 높아져 효소의 추가 투입이 필요하므로 경제성 확보에 
어려움을 겪게 된다.  
그러나 FA 에서는 효소 당화를 방해하는 성분인 헤미셀룰로오스와 
리그닌의 대부분이 제거되었음에도 불구하고 매우 낮은 포도당 수율을 
나타내었다. FA 는 심지어 TL 보다도 낮은 당화율을 보였다. 표 3-4 의 
112 
 
결과로 보아 개미산 처리 과정에서 생성된 포르밀기가 효소 당화를 
방해하는 성분으로 작용한 것은 명백하다. 포르밀기의 효소 당화 방해 
작용 기작은 아직 확실히 밝혀진바 없으나 포르밀기 자체의 독성으로 
인한 효소 작용 방해와 분자간의 응집을 일으켜 셀룰로오스의 팽윤을 
방해하고 효소의 접근을 차단하기 때문이라는 설이 유력하다[86]. 
Zhu 등이 밝힌 것처럼 바이오매스의 표면적과 기질 내 함유된 
리그닌의 비율은 효소 당화율에 영향을 주는 중요 인자들이다[111]. 
그림 3-12 과 3-13 에 각 전처리 단계에 따라 접근 가능 기공 부피와 
리그닌의 제거 수율이 포도당의 수율과 어떤 관계가 있는지를 
도시하였다. 화살표는 전처리의 순서를 나타낸다. 전처리가 진행됨에 
따라 기공 부피는 증가할수록, 리그닌의 함량은 감소할수록 포도당의 
수율이 높아지는 경향을 보였으나 FA 의 경우만 포르밀기의 영향으로 
매우 낮은 포도당 수율을 보였다. 이는 개미산 전처리 공정 후 효소 
당화에 있어 포르밀기의 영향이 그 어떤 인자들보다도 가장 중대함을 
나타내고 있다. 따라서 개미산 전처리 공정을 통해 높은 포도당 수율을 
얻기 위해서는 포르밀화된 셀룰로오스를 재생시킬 수 있는 과산화수소 
처리와 같은 후속 공정이 필수적이라 할 수 있다. 과산화수소 처리 후 
효소 당화율이 급격하게 상승한 것은 효소 독성을 가진 포르밀기의 
제거와 그로 인해 셀룰로오스의 분자 구조가 변하면서 팽윤도 및 























그림 3-12. 전처리 단계에 따른 접근 가능 기공 부피와 포도당 











그림 3-13. 전처리 단계에 따른 리그닌 함량과 포도당 수율(120 h, 5 






아임계수 전처리에 의한 헤미셀룰로오스 분획에 이어 리그닌을 
분획하여 순도 높은 셀룰로오스를 수득하기 위해 개미산 전처리를 
실시하였다. 개미산 전처리는 크게 리그닌 분획을 위한 개미산 처리와 
포르밀기 제거 및 표백을 위한 과산화수소 처리로 구성되었다. 각 
단계별로 얻어진 고상 시료를 이용해 고상 수율, 화학 조성, 색상 및 
표면 구조, 결정화도 등의 물리화학적 성질을 분석하고 비교하였다. 
또한 효소 당화를 실시하여 헤미셀룰로오스와 리그닌의 분획이 효소 
당화율에 어떤 영향을 주는지도 알아보았다. 
아임계수 전처리에 이은 개미산 전처리는 각각 헤미셀룰로오스와 
리그닌을 높은 선택성으로 분획함으로써 순도 높은 셀룰로오스를 얻을 
수 있는 장점을 가진 것으로 평가된다. 그러나 개미산 만으로 얻어진 
셀룰로오스는 포르밀기의 독성 및 셀룰로오스의 분자 구조 변화로 인해 
당의 수율이 현저히 낮아지는 결정적인 단점을 가지고 있는 것으로 
밝혀졌다. 이를 보완하기 위해 과산화수소를 이용한 탈포르밀화 및 
표백을 실시하였다. 이렇게 얻어진 순백색의 셀룰로오스는 아임계수 
전처리 시료에 비해 매우 높은 포도당 수율을 나타내었다. 낮은 
셀룰라아제 농도(5 FPU/g cellulose)에도 불구하고 120 h 에서 약 
65%의 최대 포도당 수율을 얻을 수 있었다. 아임계수 및 개미산의 
순차적 전처리 공정은 섬유소계 바이오매스의 주성분을 효과적으로 
분획할 수 있으나 최적 조건 확립을 위한 노력이 필요하고 표백과 








앞에서도 언급하였듯이 현존하는 수많은 섬유소계 바이오매스 
전처리 방법이 목재 및 제지 공학으로부터 기원하여 발전해 왔다. 특히 
전통적인 펄프 공정에서는 독성을 가지거나 환경에 유해한 화합물의 
사용이 많았기 때문에 펄핑 효율은 높이면서 환경적인 부담을 덜고자 
하는 노력이 많이 진행되어 왔다. 그 예로 과산화개미산(performic 
acid), 과산화초산(peracetic acid) 등과 같은 과산 종류와 과산화수소를 
포함하는 과산화물은 화학 펄프의 표백 및 리그닌 제거에 있어 기존의 
염소계 화합물을 대체할 수단으로 주목받아 왔다[112]. 그 중 
과산화수소는 수소원자 두 개와 산소원자 두 개가 결합한 가장 간단한 
형태의 과산화물로서 강한 산화력을 가지고 있어 다양한 종류의 산화 
반응에 응용되어 왔다. 특히 반응으로부터 오직 물 만이 부산물로서 
생성되므로 환경적인 측면에서도 유리한 점을 가지고 있다[113]. . 
최근에는 바이오매스 기반 연료와 화학제품에 대한 관심이 
증가하면서 효소 당화율의 향상을 위해 과산화물을 섬유소계 
바이오매스의 전처리에 이용하려는 시도가 많이 이루어지고 있다. 
1984 년 Gould[114]가 처음으로 알칼리 조건에서 과산화수소를 
이용하여 밀짚과 옥수수대와 같은 농업 부산물로부터 탈리그닌을 
시도한 이래 수많은 연구자들이 이와 관련된 연구를 진행하였다. 
이러한 연구들은 주로 초본계 바이오매스를 중심으로 이루어져 왔고 
[25, 115, 116] 목재에 대해서는 상대적으로 연구 결과가 적은 
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편이다[117]. 그러나 바이오매스의 종류에 상관없이 효소 가수분해의 
속도를 증가시키는데 효과적인 것으로 보고되었다.   
과산화수소의 분해반응은 알칼리 조건에서 활발하고 산성에서는 
상대적으로 안정하게 존재한다. 따라서 과산화수소에 의한 리그닌의 
탈중합 반응 또한 반응물의 pH 에 큰 영향을 받는데, 알칼리 
과산화수소 전처리를 위한 최적 pH 는 11.5 로 알려져 있다.  
앞선 실험에서는 높은 pH 조건에서 과산화수소를 이용하여 개미산 
처리된 목질 시료로부터 탈포르밀 및 탈리그닌 효과를 확인하였고 높은 
수율로 포도당을 회수하였다. 이로부터 처음부터 개미산 공정을 
배제하고 과산화수소만을 이용하여 리그닌을 분획하고 당의 소화율을 
높이고자 하는 탐구를 시작하였다. 최근 Lucas 등[118]은 실온에서 
망간(III) 아세테이트 촉매 하에 섬유소계 바이오매스로부터 리그닌을 
분획할 수 있음을 보고하여 과산화수소 전처리법의 새로운 가능성을 
제시하였다. 그러나 라만 분석을 통해 탈리그닌의 정성적인 결과만을 
보였을 뿐 조성분석을 통한 리그닌의 정량적인 제거율은 제시되지 
않았다. 본 연구에서는 새롭게 제시한 과산화수소 전처리 방법을 
바탕으로 리그닌의 제거율을 정량적으로 제시하고 실제 섬유소계 
바이오매스의 전처리 및 효소 당화에 어떤 영향을 미치는가에 대한 
실증적인 연구를 진행하였다. 원시료 뿐만 아니라 아임계수 전처리한 
시료에도 같은 방법을 적용하여 리그닌 분획 공정으로서의 가능성에 




4.2. 재료 및 장치 
 
4.2.1. 원료 물질 및 시약 
 
백합나무 시료는 2.2.1 절에서 소개한 바와 마찬가지로 다양한 
크기를 가진 목분의 형태로 뉴트라팜㈜으로부터 공급받아 사용하였다. 
백합나무 목분은 추가적인 분쇄와 분체 과정을 거쳐 최종적으로 
0.25~0.42 mm 의 크기를 가지는 입자로 선별하였고, 1:2 부피 비율의 
에탄올-벤젠 용액을 이용한 속실렛 추출을 통해 지질이나 클로로필 등 
후속 분석 과정의 방해 요소가 될 수 있는 물질들을 추출하였다. 
추출물이 제거된 백합나무 목분은 잔류 유기용매의 제거를 위해 45 ℃ 
의 진공 오븐에서 건조하였다. 건조가 끝난 목분은 실험에 사용되기 
전까지 상온의 데시케이터에 보관하였고 평균 함수율은 5% 이내로 
유지하였다. 본 실험에서는 백합나무 탈지 시료와 아임계수 전처리한 
고상 시료 모두를 과산화수소 전처리 성능 평가에 이용하였다.  
전처리 과정에서 탈리그닌을 위한 산화제로서 과산화수소(34.5%)를 
삼전화학으로부터 구입하여 사용하였다. 촉매로는 망간(III) 
아세테이트를 사용하였고, 그 외에 HPLC 분석에 필요한 표준 
물질들은 모두 Sigma-Aldrich 에서 구입하였다. 
실험에 사용한 개미산(99%), 염산(35-37%), 수산화나트륨(ultra-
pure grade), 과산화수소(34.5%) 는 모두 삼전화학으로부터 구입하였다. 
HPLC 분석에 필요한 표준 물질들은 Sigma-Aldrich 를 통해 구입하여 
사용하였다. 그림 4-1 에 본 실험에서 사용된 과산화수소와 망간(III) 





























4.2.2. 실험 장치 
 
아임계수 전처리는 앞에서의 실험과 마찬가지로 그림 2-3 에 
나타낸 것과 같은 316 형 스테인리스 강으로 주문 제작된 23.6 ml 
부피의 회분식 반응기를 이용하였다. 열원으로는 그림 2-4 에 나타낸 
용융염조를 이용하여 실험을 진행하였다.  
과산화수소 전처리는 다양한 온도에 따라 진행되었는데 서로 다른 
온도에서의 동시 실험 진행을 위해 각각 다른 장치를 이용하였다. 50 ℃
의 반응은 인큐베이터(WiseCube WIS-20, 대한과학)를 이용하였고 80 ℃
의 반응은 항온 수조((WiseBath WVB-30, 대한과학)를 이용하였다. 
121 ℃의 실험은 오토클레이브(WiseClave WACS-1045, 대한과학)를 
이용하였다. 모든 장치는 외기가 차단되며 항온 기능이 있기 때문에 반
응 시간 내내 온도가 설정한대로 유지되는 것으로 가정하였고, 교반은 
하지 않았다. 모든 실험 바이알이 최대한 공평한 상태가 되도록 항온 







4.3. 실험 및 분석 
 
4.3.1. 아임계수 전처리 
 
과산화수소 전처리에 사용할 아임계수 전처리 고상 시료의 확보를 
위해 200 ℃에서 10 min(가혹성 계수 3.94) 동안 아임계수 가수분해를 
진행하였다. 앞선 실험과 마찬가지로 회분식 반응 시스템을 이용하였고, 
전체적인 실험은 2.3.1. 절에서 설명한 것과 같은 순서에 따라 
진행되었다. 반응이 끝나고 반응기를 냉각시킨 후 반응물들을 앞에서 
설명한 것과 같은 방법으로 액상과 고상으로 분리하였다. 과산화수소 
실험을 위해서는 고상 시료만이 이용되었다. 이렇게 얻어진 고상 
시료는 정확한 정량 분석을 위해 105 ℃의 오븐에서 하룻동안 





4.3.2. 과산화수소 전처리 
 
과산화수소 전처리 실험의 순서는 전체적으로 Lucas 등[118]이 
제안한 방법에 의거하여 진행하였으나 본 연구실의 상황에 맞게 일부 
조정을 하였다. 실험 조건은 표 4-1 에 요약하여 나타내었다.  
우선 40 ml 용량의 바이알에 15 ml 의 증류수와 270 mg 의 망간(III) 
아세테이트를 차례로 넣어주었다. 망간(III) 아세테이트는 본래 갈색을 
띠며 초산 냄새가 나는 분말 형태를 띠고 있었으나 물에 넣었을 때는 
검은 색을 띠면서 바닥에 침전하는 것이 관찰되었다. 이 용액에 4.35 
ml 의 과산화수소를 천천히 첨가하였다. 이때 용액에서 거품이 
격렬하게 생성되면서 침전되어 있는 망간(III) 아세테이트 입자가 
용해되는 것이 관찰되었다. 망간(III) 아세테이트가 다 용해된 용액의 
색은 무색 투명하였다.  
바이오매스 시료로는 전처리하지 않은 백합나무 목분과 200 ℃에서 
10 min 동안 아임계수로 전처리하여 헤미셀룰로오스가 대부분 제거된 
고상 시료, 이렇게 두 가지를 이용하였다. 준비된 용액에 500 mg 의 
바이오매스 시료를 넣고 약하게 교반해준 후 각 온도에 맞는 장치에 
두고 7 일 동안 방치하였다. 실온에서 반응시킨 시료는 실온의 
데시케이터에 두었고 이때 최대 온도는 30 ℃를 넘지 않았다. 50 ℃의 
반응은 인큐베이터, 80 ℃의 반응은 항온 수조에서 각각 이루어졌다. 
한편 121 ℃의 반응은 아임계수 전처리 시료에 대해서만 행하였으며 
오토클레이브에서 2 h 동안 처리한 후 꺼내어 실온의 시료와 동일하게 
데시케이터에서 반응을 진행하였다. 전처리 반응 진행 시 기체의 
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발생으로 인해 내부 압력이 높아져 바이알이 깨지는 것을 막기 위해 
바이알 입구는 약간 느슨하게 닫아주었다.  
각 시료는 24 h 마다 꺼내어 겉모습의 변화를 사진으로 기록하여 
관찰하였고, 최종적으로 7 일째 되는 날 반응을 멈추고 분석을 위해 
시료를 회수하였다. 전처리된 시료는 1G4 유리 필터를 이용하여 진공 
하에서 여과시켜 액상과 고상으로 분리하였다. 고상 시료에 잔류하는 
수용성 반응 생성물들을 씻어내기 위해 80 ℃로 가열한 증류수를 
이용하여 pH 가 중성이 될 때까지 충분히 씻어 주었다. 이렇게 얻어진 
고상 시료는 105 ℃의 오븐에서 건조한 뒤 그 무게를 측정하였다. 
아임계수 공정과 과산화수소 공정을 포함한 전체 실험의 순서도를 





표 4-1. 과산화수소 전처리 공정의 반응 조건 
 
  
증류수 양 15 ml 
과산화수소 양 4.35 ml 
망간(III) 아세테이트 양 270 mg 
시료의 종류 
- 전처리하기 전 백합나무 목분 
- 아임계수(200 ℃, 10 분) 전처리된 백합나무 
고상 시료 





120 ℃(아임계수 처리 시료만 해당) 










4.3.3. 효소 당화 
 
전처리 과정에 따른 효소 당화율의 변화 양상을 관찰하기 위하여 
전처리하기 전 고상 시료, 아임계수 전처리된 고상 시료, 반응 조건 
별로 과산화수소 전처리한 고상 시료를 각각 기질로 삼아 효소 당화를 
진행하였다.  
당화 실험을 위해 앞에서 언급했던 Celluclast 1.5L 과 Novozyme 
188, 두 가지 종류의 상용 효소를 이용하였다(그림 2-5). 투입한 
효소의 양은 Celluclast 1.5L 의 경우 5 FPU/g cellulose, Novozyme 
188 은 10 CBU/g cellulose 로 설정하였고 전체적인 효소 당화 실험의 
순서는 앞에서 설명한 것과 같은 방법을 따랐다. 효소 당화 실험 
조건은 표 4-2 에 요약하여 나타내었다. 
효소 당화는 48 h 에 걸쳐 진행되었고 분석을 위해 정해진 시간마다 
당화액으로부터 0.5 ml 의 시료를 채취하여 0.2 μm 크기의 주사기 
필터를 이용하여 여과시켰다. 여과시킨 용액은 바이알에 담아 HPLC 로 
정량 분석을 진행하였다. 당의 분석을 위해 굴절률 검출기와 300 mm x 
7.8 mm 크기의 Aminex HPX-87P 컬럼 을 사용하였다. 분석 온도와 






표 4-2. 아임계수 + 과산화수소 전처리 고상 시료의 효소 당화 조건 
 
Sample 
- Untreated TL 
- Hydrogen peroxide pretreated solid 
Biomass loading 2 %(oven dry wt. substrate/vol. of buffer) 
Enzyme loading  
Celluclast 1.5L: 5 FPU/g substrate 
Novozyme 188: 10 CBU/g substrate  
(CBU/FPU = 2:1) 
Buffer solution pH 4.8, 5mM sodium citrate buffer 
Incubation temp. 50 ℃ 
Shaking 150 rpm 
Reaction time 48 h 





4.3.4. 전처리 생성물의 분석 
 
고상 수율 (Solid yield) 
먼저 시료에 포함되어 있는 수분을 제거하기 위하여 일정량의 
시료를 미리 무게를 측정한 은박접시 위에 덜어 105 ℃의 오븐에서 24 
h 동안 건조시켰다. 건조된 시료를 오븐에서 꺼낸 후 바로 무게를 
측정하면 공기 중의 수분이 다시 흡수되기 쉬우므로 영향을 최소화하기 
위해 데시케이터에서 방냉한 후 무게를 측정하였다. 시료의 건조 전, 
후의 무게를 알면 함수율을 구하여 오븐 건조 무게(oven dry weight, 
ODW)를 알 수 있다.  
고상 수율은 전처리 전의 바이오매스와 전처리 후에 얻어진 고상 
시료의 오븐 건조 무게를 이용하여 아래의 식과 같이 계산할 수 있다.  
 
고상 수율 (%) =  
아임계수 전처리된 고상 시료의 건조 무게 (g)
아임계수 전처리 전의 백합나무 목분의 건조 무게 (g)
× 100%  
 
화학 조성 (Chemical composition) 
먼저 건조된 시료 0.1 g 에 72% 황산 1ml 을 넣고 유리 막대로 잘 
교반해주며 30 ℃의 온도의 항온수조에서 2 h 동안 가수분해시킨다. 
여기에 28 ml 의 증류수를 첨가하여 황산의 농도가 4%가 되도록 한 후 
121 ℃의 오토클레이브 에서 1 h 동안 처리한다. 여기서 얻어진 
가수분해 용액은 냉각시킨 후 1G4 유리 필터를 이용하여 진공 
여과시킨다. 유리 필터에 남은 흑갈색의 고체 찌꺼기는 산 불용성 
리그닌으로 105 ℃의 오븐에서 24 h 동안 건조시킨 후 무게를 재어 그 




산 불용성 리그닌 함량 (%) =  
필터에 남은 리그닌의 건조 무게 (g)
가수분해 전 시료의 건조 무게 (g)
 × 100% 
 
산 가용성 리그닌의 함량은 진공 여과 과정에서 미리 액상 
가수분해물 여과액의 부피를 측정한 뒤 UV-Vis 분광기를 이용하여 
240 nm 의 파장에서 흡광도를 측정하여 구하였다. 이때 여과액의 
흡광도가 0.7~1.0 사이가 되도록 증류수로 희석해 가면서 측정한다. 산 
가용성 리그닌의 함량은 다음과 같은 식에 의해 구하였다.  
 
산 가용성 리그닌 함량 (%)
=  
UV 흡광도 × 여과액 부피 (ml)  × 희석 배수
ε × 가수분해 전 시료의 건조 무게  (g)
 × 100% 
여과액의 일부는 가수분해되어 생성된 단당류와 유기산 등의 정량 
분석에 사용되었다. 당과 유기산의 분석에는 HPLC 가 사용되었다. 
검출기로는 굴절률 검출기가 사용되었으며 300 mm x 7.8 mm 크기의 
Aminex HPX-87P 컬럼과 Aminex HPX-87H 컬럼이 각각 당과 
유기산의 분석을 위해 사용되었다. 당 분석을 위해서는 물을 
이동상으로 사용하였고 분석 온도와 시간은 각각 80 ℃, 30 min 으로 
하였다. 유기산 분석의 경우 이동상으로는 5 mM 황산 수용액을 
사용하였고 60 ℃에서 0.6 ml/min 의 유량으로 흘려주었다. 
 
X 선 회절 분석 (XRD) 
Cu Kα 를 방사선원으로 하고 흑연 단색화 장치를 이용하는 일본 
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Rigaku 사의 X 선 회절 분석기를 이용하여 고상 시료의 결정성을 
측정하였다. 회절 패턴은 10~40˚의 2θ 범위에서 기록되었고, 1˚/min 의 
스캔 속도로 0.02˚마다 측정하였다. 가동 전압과 가동 전류는 각각 50 
kV 와 200 mA 로 하였다.  
X 선 회절 분석의 결과를 이용하여 바이오매스의 결정화도(CrI)를 
다음과 같은 식에 의해 계산하였다. 
 
CrI (%) =  
I002 − Iam
I002
 × 100% 
 
전계방출 주사전자현미경 (SEM) 
전처리 전후의 바이오매스 표면 형태와 구조의 변화를 보기 위하여 
전계방출 주사전자현미경을 이용한 관찰을 수행하였다. 건조된 고상 
시료를 스터브에 미리 붙여둔 카본 테이프 위에 잘 펴 바르며 
부착시켰다. 카본 테이프 위에 제대로 부착되지 않은 시료는 분석 시 
기기를 손상시킬 수 있으므로 바람을 불어 날려주었다. 준비된 시료는 





4.4. 결과 및 고찰 
 
4.4.1. 전처리 시료의 수율 및 조성 변화 
 
각 전처리 과정에 따라 고상 시료의 수율과 화학 조성이 어떻게 
변하는지를 살펴보기 위하여 조성 분석을 실시하였다. 전처리 하기 
전의 백합나무 탈지 시료는 TL, 아임계수 전처리한 시료는 SW, 
백합나무 탈지시료를 과산화수소 처리한 시료는 반응 온도에 따라 각각 
RT(실온), 50(50 ℃), 80(80℃)으로 표기하였다. 아임계수 전처리 
시료를 과산화수소 처리한 시료는 반응 온도에 따라 각각 
HP_RT(실온), HP_50(50 ℃), HP_80(80 ℃), HP_121(121 ℃)로 
표기하였다.  
 
백합나무 탈지 시료의 과산화수소 전처리에 따른 수율 및 조성 변화 
우선 백합나무 탈지 시료를 바로 과산화수소로 전처리하여 고상 
수율과 화학 조성을 분석하였고, 그 결과를 표 4-3 에 요약하여 
나타내었다. 전처리된 시료의 고상 수율은 온도가 증가할수록 증가하는 
것으로 나타났는데, 일반적으로 온도가 상승할수록 고상 수율이 
감소하는 다른 전처리 공정들과는 다른 결과를 보였다. 또한 각 물질 
별 화학 조성에 있어서도 흥미로운 결과를 보였다. 전처리 결과 온도가 
증가할수록 자일란과 산 불용성 리그닌의 비율은 감소하였으나 
클루칸과 산 가용성 리그닌의 비율은 증가하는 경향을 보였다. 이는 
글루칸과 산 가용성 리그닌이 상대적으로 과산화수소 전처리에 높은 
저항성을 가졌기 때문으로 사료된다. 
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고상 수율과 화학 조성 비율을 곱하여 실제 과산화수소 전처리 후 
남은 각 물질의 양 및 TL 대비 제거율을 계산해 보았다. 클루칸의 경우 
RT 에서 약 35%가 손실된데 반해 50 에서는 약 27%, 80 에서는 약 
18%의 손실률을 보여 온도가 증가할수록 전처리에 의한 당 손실이 
적음을 확인하였다. 헤미셀룰로오스의 주성분인 자일란은 글루칸과는 
다른 경향을 보였는데 80 에서 97%에 가까운 자일란이 제거된 반면, 
RT 에서는 74%가 제거되어 상대적으로 낮은 제거율을 보였다. 전체 
헤미셀룰로오스 구성 당의 함량을 기준으로 살펴보면 그림 4-3 과 같이 
최대 92.8%의 헤미셀룰로오스가 분획되는 것을 알 수 있다. 
리그닌의 경우는 산 가용성 리그닌과 산 불용성 리그닌의 반응 
거동이 다르게 나타났는데, 산 가용성 리그닌의 제거율은 80 에서 약 
32%로 가장 높았고 50 에서 약 21%로 가장 낮았다. 반면 산 불용성 
리그닌의 제거율은 50 에서 약 73%로 가장 높았고, 30 에서 약 47%로 
가장 낮았다. 전체 리그닌의 양을 고려했을 때는 50 과 80 에서 약 
60%의 비슷한 리그닌 제거율을 보였다. 전처리 온도에 따른 리그닌의 
제거율을 그림 4-4 에 나타내었다.  
실험 결과로 볼 때 망간(III) 아세테이트 촉매 하에 과산화수소로 
전처리 하는 방법은 Lucas 등이 주장한 것처럼 탈리그닌에 상당한 
효과를 보이는 것으로 나타났다[118]. 뿐만 아니라 헤미셀룰로오스의 
분획에도 탁월한 효과를 보였으며 오히려 리그닌에 비해 더 높은 
결과를 보여주었다. 또한 실온보다는 좀 더 높은 온도에서 반응시킬 
경우 헤미셀룰로오스와 리그닌 제거율, 셀룰로오스의 손실 등의 











화학 조성 (%) 
Glu Xyl Gal Ara Man KL ASL 
TL 100 45.9 14.3 2.7 nd 2.1 20.7 5.7 
RT 58.1 51.5 6.5 nd nd 1.1 18.9 7.2 
50 61.4 54.5 2.8 nd nd 2.0 8.9 7.3 











그림 4-3. 과산화수소 전처리 온도에 따른 백합나무 탈지 시료의 









그림 4-4. 과산화수소 전처리 온도에 따른 백합나무 탈지 시료의 
리그닌 제거율 비교   
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아임계수 전처리 시료의 과산화수소 전처리에 따른 수율 및 조성 변화 
 
일차적으로 아임계수 전처리를 거친 백합나무 고상 시료를 가지고 
앞에서와 동일한 방법으로 과산화수소 전처리를 실시하였고 그 결과를 
표 4-4 에 나타내었다. 앞에서 온도의 증가에 따라 리그닌과 
헤미셀룰로오스의 분획률이 높아지는 것을 확인한 바 있다. 따라서 본 
실험에서는 121 ℃에서 추가적인 실험을 진행하였다. 온도가 증가함에 
따라 과산화수소의 분해로 인한 기포의 생성이 격렬하게 일어났기 
때문에 다른 실험과 달리 121 ℃에서는 2 h 동안만 반응시킨 후 
꺼내어 나머지 시간 동안 실온에서 반응시켰다.  
SW 를 이용한 과산화수소 전처리 시료의 고상 수율은 반응 온도가 
증가함에 따라 감소하였는데, 백합나무 탈지 시료를 이용한 앞선 
실험과는 상반되는 결과를 보였다. 이는 아임계수 전처리로 인해 생긴 
바이오매스의 물리, 화학적 변화가 후속 과산화수소 전처리 공정에 
영향을 준 것으로 파악된다. 그러나 구체적인 원인을 파악하기 
위해서는 추가적인 분석과 고찰이 필요하다. 전처리된 고상 시료의 
화학 조성은 앞선 실험과 비슷한 양상을 나타냈다. 헤미셀룰로오스는 
앞선 아임계수 전처리를 통해 많은 양이 분획되었기 때문에 추가적인 
분획 정도가 뚜렷하게 나타나지 않았으나 산 불용성 리그닌의 경우는 
상당한 정도의 분획률을 보였다. 반면 HP_121 은 모든 면에서 나머지 
시료들과는 다른 경향을 나타내었다.  
셀룰로오스의 경우 전처리 온도에 따라 시료내 비율이 증가하는 
경향을 보였으며 전처리 후 최대 손실률은 HP_RT 에서 SW 대비 
16%를 기록하였다. 과산화수소 전처리시 발생하는 셀룰로오스의 손실 
138 
 
원인은 앞선 아임계수 전처리에서의 셀룰로오스 손실 원인과는 다른 
측면에서 생각해볼 수 있다. 아임계수 전처리를 통해 제거되는 
셀룰로오스의 대부분은 결정성 셀룰로오스에 비해 낮은 온도의 물에 
용해되는 비결정성 셀룰로오스이다[77]. 따라서 아임계수 전처리를 
거친 바이오매스를 구성하는 셀룰로오스는 대부분 결정성 
셀룰로오스이다. 반면 과산화수소 전처리의 경우 그림 4-5 의 b, e, 
h 에서 보듯 세포벽 사이에 존재하는 리그닌과 헤미셀룰로오스의 
제거로 인해 섬유소가 미세한 조각의 형태로 떨어져 나오는 것이 
관찰되었는데 이러한 현상이 셀루로오스 손실의 한 원인이 아닌가 
생각된다[118]. 실제로 전처리 직후 분리된 액상 시료는 무색 또는 
황색의 투명한 액체 상태이나 시간이 지나면서 하얀 침전물이 생기는 
것을 학인할 수 있었다. 이는 선행 연구에서 보고된 것과도 일치하는 
결과로 셀룰로오스의 미세 조각들이 액상 시료에 일부 포함되어 있다는 
가설을 뒷받침해준다. 백합나무 탈지 시료의 셀룰로오스 손실율이 
아임계수 전처리의 그것에 비해 높게 분석된 것도 같은 맥락에서 
생각해볼 수 있다. 
본 실험의 주요 목표인 리그닌 분획 성능을 평가하기 위해 전처리 
조건 별 리그닌 제거율을 계산하여 그림 4-6 과 4-7 에 나타내었다. 
그림 4-6 에서는 아임계수 전처리 시료에 대한 과산화수소 전처리 
공정의 탈리그닌도를 나타내었는데, 80 ℃에서 전처리한 경우 약 
78%의 가장 높은 리그닌 제거율을 나타내었다. 이를 원시료 대비로 















화학 조성 (%) 
Glu Xyl Gal Ara Man KL ASL 
TL 100 - 45.9 14.3 2.7 nd 2.1 20.7 5.7 
SW 63.1 100 52.4 4.9 nd nd 3.1 15.3 2.6 
HP_RT 52.1 82.6 53.3 2.6 nd nd 0.7 9.5 2.9 
HP_50 41.7 66.1 70.4 3.0 nd nd 2.1 4.8 1.4 
HP_80 39.9 63.2 71.2 2.9 nd nd 2.0 5.0 1.2 



































그림 4-6. 아임계수 전처리 시료 대비 과산화수소 전처리 시료의 











그림 4-7. 백합나무 탈지 시료 대비 아임계수와 과산화수소 전처리 




4.4.2. 전처리 시료의 물리화학적 특성 변화 
 
백합나무 탈지 시료의 과산화수소 전처리에 따른 물리화학적 특성 변화 
 
TL 의 과산화수소 전처리 온도와 시간에 따른 색상 변화를 그림 4-
8 에 나타내었다. 실험에 사용된 망간(III) 아세테이트는 물 속에서 
검은색 침전을 형성하다가 과산화수소를 첨가하면 용해되면서 무색의 
투명한 용액이 된다. 이러한 색상 변화는 용액 중에 녹아 있는 망간이   
2 가 망간의 형태로 존재함을 암시한다[119]. Davies 등[120]은 산성 
조건에서 과산화수소의 존재 하에 3 가 이상의 원자가수를 갖는 망간이 
2 가로 환원됨을 밝힘으로써 이를 설명하였다. 실험 결과 실온과 
50 ℃에서는 시간이 지나도 원래 용액의 색상처럼 무색 투명하게 
유지되었으나 80 ℃의 조건에서는 반응 초기부터 비교적 격렬한 
기포의 생성을 관찰할 수 있었고 시간이 지남에 따라 용액의 색상도 
점점 갈색 빛을 띠었다. 그러나 다른 조건에서와 마찬가지로 용액이 
탁해지는 현상은 관찰되지 않았다.  
80 ℃의 조건에서는 7 일이 지난 후에 더 이상의 기포 생성이 
관찰되지 않았으나 실온과 50 ℃ 조건에서는 7 일이 지난 후에도 
약간의 기포가 생성되는 것이 관찰되었다. 이는 망간(III) 아세테이트 
촉매 하에서 과산화수소의 분해 또는 불균화(disproportionation) 
반응이 매우 천천히 일어나는 것을 보여준다.  
넣어준 바이오매스 고상 시료의 색은 실온과 50 ℃ 조건의 경우 
시간이 지날수록 점점 밝은 색을 띠었고 80 ℃ 조건에서는 반대로 
점점 짙은 갈색으로 변하였다. 과산화수소에 의한 표백 효과는 특히 
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50 ℃에서 두드러지게 관찰되었는데 최종적으로 반응이 끝난 후 
분리된 고상 시료의 색을 비교해보면 색상의 차이가 확연하게 
드러난다(그림 4-9). 80 ℃의 조건에서는 얻어진 고상 및 액상 시료의 
색이 아임계수로 전처리한 시료의 색과 유사하였으나 액상의 경우 
탁하고 작은 입자들이 침전되는 아임계수 전처리 시료와는 달리 투명한 
갈색 빛을 나타내었다. 높은 온도에서 액상 시료의 색이 갈색으로 
변하는 원인은 아직 분명치 않으나 아마도 과산화수소에 의한 산화와 
더불어 망간(III) 아세테이트로 인해 용액 중에 존재하는 초산에 의한 




































그림 4-9. 백합나무 탈지 시료의 과산화수소 전처리에 따른 고상과 




그림 4-10 에 TL 과 TL 의 과산화수소 전처리로 얻은 고상 시료의 
미세 구조 변화를 비교하기 위하여 500 배로 확대한 SEM 사진을 
나타내었다. RT 와 80 의 경우 겉모습에서 TL 과의 큰 차이점을 발견할 
수 없었다. 50 ℃에서 전처리한 고상 시료의 경우 겉보기에는 RT 와 
비슷한 색상을 띠고 있었으나 입자보다는 섬유질에 가까운 형태로 
변형된 것을 호가인할 수 있었다. 이를 SEM 사진을 통해 들여다보면, 
50 의 경우 대부분의 입자 형태가 거의 완전히 붕괴되어 섬유와 같은 
길다란 형태를 띠는 것을 알 수 있었다. 또한 TL 에서 흔히 관찰되는 
기공 구조도 거의 관찰되지 않았다. 이는 앞에서도 언급했던 것처럼 
세포벽 사이사이를 채우고 있던 리그닌과 헤미셀룰로오스의 용해로 
인해 세포벽 사이의 결합력이 크게 약화되어 섬유 다발끼리 떨어져 
나갔기 때문으로 추정해볼 수 있다. 그러나 시료들 간의 화학 조성에 
크게 차이가 나지 않음에도 불구하고 50 ℃의 온도에서만 이러한 











그림 4-10. 백합나무 탈지 시료의 과산화수소 전처리 조건에 따른 
표면 구조 변화 
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과산화수소 전처리 조건에 따른 바이오매스의 결정화도 변화를 
비교하기 위해 XRD 분석을 실시하였고 그 결과를 그림 4-11 에 
나타내었다. TL 에 비해 전처리 후 모든 조건에서 I002 피크의 세기가 
증가한 것을 확인할 수 있었으나 다른 전처리 공정에 비해서는 그 
정도가 미미하였으며 피크의 폭도 상대적으로 크게 줄어들지 않았다. 
그림 4-12 의 CrI 계산 결과는 XRD 피크의 모양 변화를 잘 대변하고 
있다. CrI 의 최대값은 80 ℃ 전처리 시료에서 68.6%로 계산되었는데 
아임계수나 개미산 전처리시 CrI 의 최대값이 거의 80%에 가까웠던 
것을 생각해보면 상당히 낮은 결과이다. 과산화수소 전처리의 결과 
리그닌과 헤미셀룰로오스의 제거율이 상당히 높음에도 불구하고 이러한 
결과가 관찰된 것은 리그닌이나 헤미셀룰로오스와 같은 비결정성 
물질의 감소 이외에 결정화도에 영향을 미치는 다른 원인이 
작용하였음을 의미한다.  
우선 본 실험의 반응 온도가 아임계수 전처리 온도에 비해 매우 
낮으므로 셀룰로오스 중 비결정성인 부분들이 용해되지 않고 여전히 
남아 있을 가능성을 들 수 있다. 또한 앞에서 설명하였듯이 
과산화수소와 망간 촉매 하에서 리그닌과 헤미셀룰로오스의 산화와 
용해로 인해 세포벽 간의 결합이 약해져 떨어져 나간 셀룰로오스로 
인해 상대적으로 결정성 부분의 비중이 비결정성 부분에 비해 












그림 4-11. 백합나무 탈지 시료의 과산화수소 전처리 조건에 따른 
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아임계수 전처리를 통해 헤미셀룰로오스 분획 공정을 거친 
시료로부터 리그닌을 분획하기 위하여 과산화수소 전처리를 실험을 
실시하였다. 우선 반응 온도 별 시료의 겉모습 변화를 반응 시간에 
따라 관찰하여 그림 4-13 에 나타내었다. 이전 실험과 마찬가지로 
농도가 낮을수록 기포의 생성이 오랫동안 관찰되었다. HP_121 의 경우 
오토클레이브에서 꺼내어 실온에 방치한 이후로는 더 이상 기포의 
발생이 관찰되지 않았다. 이로 미루어 보아 과산화수소의 분해 속도는 
알려진 것처럼 용액의 pH 뿐만 아니라 반응 온도에도 의존함을 알 수 
있다. pH 의 경우 촉매의 활성에 영향을 주어 과산화수소의 불균일화 
반응을 촉진함으로써 기포의 생성을 촉진하는 것으로 알려져 있다[118, 
121].  
넣어준 SW 는 초기에는 짙은 갈색을 띠고 있었으나 시간이 지남에 
따라 점점 표백되면서 옅은 색으로 변하는 것을 관찰할 수 있었다. 
이번에도 50 ℃에서 전처리한 시료에서 가장 뚜렷한 표백효과가 
관찰되었다. 반응이 끝나고 분리한 고상 시료의 색상을 그림 4-14 를 
통해 비교할 수 있다. SW 와 비교했을 때 표백 효과가 확연히 
드러나지만 TL 의 색보다 연해지지는 않는 것을 확인할 수 있었다. 
이는 아임계수 전처리에 의해 발생한 어두운 색상을 띠는 물질(예: 
유사리그닌)이 과산화수소 전처리를 통해서 완전하게 산화되어 
제거되지 않음을 의미한다.  
전처리 후 액상 시료의 색상 변화도 앞선 실험과 비슷한 양상을 
보였다. 50 ℃까지는 매우 옅은 투명 갈색 빛을 띠지만 그 이상의 온도 
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조건에서는 색상이 점점 짙은 갈색을 띠는 것이 명확하게 보였다. 특히 
HP_121 의 경우 초기 2 h 을 제외하고는 HP_RT 와 동일한 조건에서 
실험을 진행하였는데 전혀 다른 결과를 나타내었다. 이는 높은 온도로 
인해 초기 과산화수소의 소비량이 많았고, 초산의 존재로 인한 산 










그림 4-13. 아임계수 전처리 시료의 과산화수소 전처리 시간에 따른 


























그림 4-14. 아임계수 전처리 시료의 과산화수소 전처리에 따른 고상과 
액상 시료의 색상 비교  
(RT 액상 시료의 경우 촬영 전 부주의로 인해 시료가 손실됨)  
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그림 4-15 에는 다양한 온도에서 SW 를 과산화수소로 전처리한 
고상 시료의 표면 및 미세구조를 TL 및 SW 와 비교하여 나타내었다. 
과산화수소 전처리 결과 일부 섬유화 되었거나 섬유화가 진행되고 있는 
입자들이 발견되기는 하였으나 TL 의 과산화수소 전처리 시료와 
비교했을 때 그 정도가 미미하였다. 이는 아임계수 전처리 과정에서 
생긴 어떤 변화에 의해 바이오매스 입자의 섬유화가 방해를 받는 
것으로 생각해볼 수 있다. 대표적으로 유사리그닌의 생성이나 아임계수 
전처리 후 건조과정에서 발생하는 섬유 각질화와 같은 현상을 들 수 





그림 4-15. 아임계수 전처리 시료의 과산화수소 전처리 조건에 따른 




과산화수소 전처리 조건에 따라 바이오매스의 결정화도가 어떻게 
변화했는지를 알아보기 위해 XRD 분석을 실시하였고 그 결과를 그림 
4-16 에 나타내었다. 예상대로 TL 의 피크가 가장 완만한 곡선을 
나타내었으며 I002 피크의 세기도 가장 약하게 측정되었다. 과산화수소 
전처리 시료의 I002 피크는 온도에 따라 강도가 세지고 샤프해지는 
경향을 나타내었다. 고온(80 ℃) 과산화수소 전처리 시료의 분석 
결과와 큰 차이는 없었지만 아임계수로 전처리한 SW 의 I002 피크 
세기가 가장 강한 것으로 나타났다. 이러한 결과는 아임계수 전처리 
조건에서 상대적으로 결정성 셀룰로오스의 손실이 낮기 때문인 것으로 
사료된다. 
XRD 측정 결과를 가지고 바이오매스의 CrI 를 계산하여 그림 4-
17 에 나타내었다. 각 전처리 시료 별 CrI 값의 변화 양상은 XRD 
그래프의 I002 피크 세기의 변화 양상과 대체로 일치하는 것으로 
나타났다. 그러나 XRD 그래프의 I002 피크 세기와는 달리 과산화수소 
전처리 시료에서 가장 높은 CrI 값을 보였다. 과산화수소로 전처리한 
시료의 CrI 는 80 ℃에 이르기까지 증가하는 경향을 나타냈는데, 반응 
온도에 따른 CrI 의 증가는 리그닌이나 헤미셀룰로오스 제거율과 
상당한 연관성이 있는 것으로 보인다. 그러나 HP_121 의 CrI 는 
HP_80 보다 약간 낮은 값을 보였다. 이는 121 ℃에서 과산화수소의 
빠른 소비로 인해 상대적으로 리그닌의 산화작용에 참여하는 
과산화수소의 양이 많지 않았고, 따라서 결정성 셀룰로오스의 손실도 











그림 4-16. 아임계수 전처리 시료의 과산화수소 전처리 조건에 따른 















4.4.3. 전처리 조건에 따른 효소 당화율 변화 
 
백합나무 탈지 시료의 과산화수소 전처리에 따른 효소 당화율 변화 
 
백합나무 탈지 시료의 과산화수소 전처리에 따른 효소 당화율을 
TL 의 당화율과 비교하기 위하여 5 FPU/g cellulose 의 celluclast 
1.5L 과 10 CBU/g cellulose 의 Novozyme 188 을 투입하여 48 h 동안 
효소 당화를 실시하였고 정해진 시간마다 당화율을 측정하였다. 그 
결과를 그림 4-18 의 그래프에 정리하여 나타내었다.  
실험 결과 포도당 수율은 리그닌 제거 수율, 헤미셀룰로오스 제거 
수율, 전처리 온도에 모두 비례하는 것으로 나타났다. 특히 RT 의 경우 
비교적 높은 헤미셀룰로오스 제거 수율에도 불구하고 TL 보다 약간 
높은 수준의 당화율을 기록하였는데, 이는 상대적으로 매우 낮은 
리그닌 제거 수율과 연관이 있는 것으로 보인다. 50 과 80 은 같은 
조건에서 행해진 아임계수 전처리 시료의 효소 당화(그림 3-11) 에 
비해 높은 포도당 수율을 보였다. 220 ℃ 5 min 의 아임계수 전처리 
조건에서는 유사리그닌의 생성 및 침전이 일어나 효소의 작용을 
방해하는 점과 전처리 후 시료를 건조시켜 효소 당화에 이용하였기 
때문에 섬유 각질화의 영향을 받은 점 등이 아임계수 전처리 시료가 
상대적으로 낮은 효소 당화율을 보인 주요 원인으로 사료된다. 
결과만을 놓고 보았을 때는 헤미세룰로오스 뿐만 아니라 리그닌의 
분획에도 장점을 보이는 과산화수소 전처리가 아임계수 전처리에 비해 
당화 속도 면에서 유리하나 전처리 과정에서 셀룰로오스의 손실율이 더 
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크므로 이론적으로 얻을 수 있는 당의 양이 상대적으로 적다는 점은 











그림 4-18. 백합나무 탈지 시료의 과산화수소 전처리 조건에 따른 




아임계수 처리 시료의 과산화수소 전처리에 따른 효소 당화율 변화 
 
SW 를 과산화수소 전처리하여 얻은 고상 시료를 가지고 위와 같은 
조건에서 효소 당화를 실시하였다. 그 결과를 비교하기 위해 SW 및 
TL 의 효소 당화 결과와 함께 그림 4-19 에 나타내었다.  
실험 결과 아임계수 전처리를 한 번 거친 과산화수소 전처리 고상 
시료의 당화율은 모든 온도 조건에서 두 배 이상 상승하는 것으로 
나타났다. 그러나 포도당 수율의 순서는 TL 의 전처리 결과와는 다른 
경향을 나타내었다. 앞선 실험과는 달리 전처리 온도에 따른 경향성은 
나타나지 않았으며, 아임계수 처리를 거친 시료의 경우 50 ℃와 
80 ℃의 온도에서 전처리한 시료의 당화 결과가 비슷하게 나타났다. 
HP_RT 의 경우 앞선 실험의 RT 에 비해 포도당 수율이 현저하게 
높아지는 것을 확인하였으며, 특히 초기(6 h) 당화 속도가 다른 
시료들에 비해 가장 빨랐다.  
2 단계 전처리를 거친 결과 고상 시료의 효소 당화율은 TL 에 
비해서는 최대 약 14 배, 1 단계인 SW 에 비해서는 최대 약 2.9 배 
상승하는 것으로 확인되었다. 이는 아임계수 전처리 시료의 당화율 











그림 4-19. 아임계수 전처리 시료의 과산화수소 전처리 조건에 따른 




2 단계 전처리와 선행 연구의 효소 당화 결과 비교 
 
3 절에서 살펴보았던 아임계수 + 개미산 전처리와 4 절에서 살펴본 
아임계수 + 과산화수소 전처리의 효소 당화 결과를 선행 연구의 효소 
당화 결과와 비교하여 표 4-5 에 정리하였다. 다얀한 측면에서의 
비교를 위하여 개미산 및 알칼리성 과산화수소 의 단일 전처리, 효소 
투입량이 적은 다른 형태의 단일 전처리, 2 단계로 이루어지는 다른 
형태의 전처리 방법을 비교 대상으로 선정하였다.  
문헌마다 실험 조건이 다르기 때문에 직접적인 비교는 어려우나, 본 
연구의 2 단계 전처리를 통한 포도당 수율은 비슷한 농도의 효소를 
이용한 다른 단일 전처리 방법에 비해 비교적 높게 관찰되었다. 그러나 
그 차이가 월등하지는 않았다. 한편 다른 전처리 방법의 조합으로 
이루어진 2 단계 전처리의 효소 당화 결과와 비교해보면 본 연구의 
2 단계 전처리 방법이 상대적으로 낮은 당화율을 보이는 것으로 
나타났다. 본 연구가 아직 기술 개발의 초기 단계에 있음을 감안하면 
이러한 결과는 예상 가능한 것이며, 향후 추가 연구를 통한 각 단계별 
전처리 조건의 최적화를 통해 어느 정도의 당화율 향상이 가능할 





표 4-5. 2 단계 전처리와 선행 연구의 효소 당화 결과 비교 
원료 전처리 방법 전처리 조건 효소 투입량 효소당화 시간 (h) 포도당 수율(%) 참고문헌 
Tulip tree SW + FA 220 ℃, 5 min + 121 ℃, 2 h 5 FPU/g substrate 






Tulip tree SW + HP 200 ℃, 10 min + 50 ℃, 7 day 5 FPU/g substrate 
10 CBU/g substrate 
48 41.1 This work 
Sugarcane baggase FA (60%) 121 ℃, 90 min, 15% w/v unknown 72  79.1  
(recovery sugar) 
[30] 








, 4% w/v,  3.5 FPU/g substrate 
1.0 CBU/g substrate 









, 1% w/v 20 FPU/g substrate 48   39.9 [117] 









-steam 200 ℃, 5 min  5 FPU/g 
10 CBU/g 
72  16 [124] 
Spruce SO
2
-steam 215 ℃, 5 min 5 FPU/g cellulose 
5 nkat/g cellulose 
48  34.1 [125] 
Rice straw AA + DA 190 ℃, 20 min + 130 ℃, 20 min 60 FPU/g 
30 CBU/g 





170 ℃, 15 min + 170 ℃, 60 min 5 FPU/g cellulose 










선행 연구에서 제시된 망간(III) 아세테이트 촉매 하에서 실온 
과산화수소 전처리법의 성능을 검증하고자 우선 백합나무 탈지 시료를 
이용하여 반응 온도별로 전처리 실험을 진행하였다. 그 결과 리그닌의 
분획과 함께 헤미셀룰로오스의 분획도 함께 확인하였으며, 리그닌 
보다는 오히려 헤미셀룰로오스의 분획 성능이 더 뛰어난 것을 나타났다. 
한편 탈리그닌도와 효소 당화율 측면에서 실온보다는 80 ℃가 더 
적합한 온도로 확인되었으며, 표백을 고려하는 경우 50 ℃가 최적의 
온도인 것으로 나타났다.  
이러한 결과를 바탕으로 하여 아임계수 전처리를 통해 대부분의 
헤미세룰로오스가 분획된 시료에 대해 과산화수소 전처리를 실시하였다. 
그 결과 원 시료 대비 최대 약 91%의 리그닌 분획률을 나타내었고, 
모든 전처리 온도 조건에서 아임계수 처리 시료 대비 2 배 이상 향상된 
효소 당화율을 얻을 수 있었다. 그러나 상대적으로 셀룰로오스의 
손실이 많고 순도가 낮은 것은 극복해야 할 과제이다. 그림 4-20 에 
원시료 대비 리그닌 분획률, 효소 당화율, 셀룰로오스 순도, 원시료 
대비 글루칸 회수율에 대해 두 공정의 가장 좋은 결과만을 가지고 
비교하여 나타내었다. 한편 개미산 공정에서는 당화율 향상을 위한 
탈포르밀화 공정이 추가되므로 공정이 더 간단하다는 점을 고려한다면 
과산화수소 전처리법이 공정 경제성 면에서는 리그닌 분획 공정의 
후보로서 더 유리한 면을 가지고 있는 것으로 생각된다. 망간(III) 
아세테이트 촉매를 이용한 과산화수소 전처리법은 아직 연구 초기 
단계이므로 여러 가지 공정 조건의 최적화와 리그닌 및 촉매의 회수 
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그림 4-20. 아임계수 처리 후 개미산(옅은 회색)과 과산화수소(진한 




5. 종합 결론 및 향후 과제 
 
바이오 리파이너리의 일부로서 헤미셀룰로오스와 리그닌을 
순차적으로 분리하는 통합된 전처리 공정을 제시하기 위해 각각의 개별 
공정에 대한 고찰을 진행하였다. 헤미셀룰로오스의 분획을 위해 
아임계수 전처리법을 도입하였고, 리그닌의 분획 위해 개미산 
전처리법과 과산화수소 전처리법 의 두 가지 공정을 도입하였다. 각 
공정의 성능 평가를 위해 분리하고자 하는 성분의 분획률과 고상 
시료의 효소 당화율을 비교 분석하였다. 개별 공정으로부터 얻어진 
결론과 향후 과제는 다음과 같다. 
섬유소계 바이오매스의 모델로 백합나무를 선정하였고 백합나무 
탈지 시료로부터 헤미셀룰로오스의 분획을 위해 아임계수 전처리를 
실시하였다. 아임계수 전처리에 있어 가장 중요한 공정 변수인 반응 
온도와 체류 시간을 하나의 변수로 묶은 가혹성 계수를 도입하여 
전처리 전후 화학 조성과 효소 당화율을 비롯한 여러 가지 물리화학적 
성질과의 상관관계를 종합적으로 도출하였고 매우 밀접한 연관성이 
있음을 확인하였다. 실험 결과 헤미셀룰로오스는 가수분해되어 물에 
용해된 형태로 분리되었으며 이 과정에서 일부 리그닌과 셀룰로오스도 
같이 용해되어 나오는 것으로 확인되었다. 가혹성 계수가 4.5 이상인 
조건에서는 90% 이상의 헤미셀룰로오스 분획률과 80% 이상의 높은 
효소 당화율을 나타내는 것을 확인할 수 있었고, 특히 효소 당화에 
영향을 주는 인자들 중 헤미셀룰로오스와 같은 비결정성 효소 당화 
저해 물질의 제거가 효소 당화 속도와 가장 밀접한 연관성이 있는 
것으로 밝혀졌다. 가혹성 계수를 이용하면 반응 조건만으로 전처리의 
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결과를 예측하는데 큰 도움이 된다. 따라서 향후 공정을 설계하는데 
활용하기 위해서는 좀 더 일반화된 데이터가 필요할 것으로 보이며, 
이를 위해 여러 가지 다른 바이오매스 원료를 이용한 추가 실험이 
진행되어야 한다.  
리그닌 분획을 위한 첫 번째 후보 공정으로 개미산 전처리법에 대해 
고찰하였다. 헤미셀룰로오스가 분획된 아임계수 전처리 시료를 
이용하여 개미산 전처리를 수행한 결과 93% 이상의 높은 리그닌 
분획률을 보였으며 그 결과로 97% 이상의 순도를 가지는 셀룰로오스를 
얻을 수 있었다. 효소 당화 결과 아임계수 전처리 시료에 비해 
당화율이 현저하게 증가하는 것으로 나타났다. 따라서 아임계수 및 
개미산의 순차적 전처리 공정은 나름의 경쟁력이 있는 것으로 평가된다. 
그러나 개미산만으로 전처리 시 포르밀기의 생성으로 인한 미세 구조 
응집과 포르밀기의 독성이 문제되므로 알칼리 과산화수소 용액을 
이용한 추가적인 표백 공정이 필요한 것은 공정 비용을 높일 수 있는 
단점으로 지적된다. 추가로 개미산 공정의 최적 조건 확립을 위한 
노력도 이루어져야 한다. 
리그닌 분획을 위한 두 번째 후보 공정으로 도입된 과산화수소 
전처리법은 기존의 알칼리 과산화수소 전처리와는 달리 산성 조건에서 
망간(III) 아세테이트를 촉매로 하여 수행되었다. 여기에 대해서는 
알려진 연구 결과가 거의 없으므로 우선 백합나무 탈지 시료를 
이용하여 전처리를 수행하였고 이를 통해 리그닌 뿐만 아니라 
헤미셀룰로오스의 분획에도 효과가 있음을 확인하였다. 이를 바탕으로 
아임계수 전처리 시료를 원료로 한 과산화수소 전처리를 수행하였으며 
최대 리그닌 분획률은 50 ℃에서 원 시료 대비 약 91%로 나타났으며 
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셀룰로오스의 순도는 약 71%였다. 효소 당화 결과 역시 아임계수 
전처리 시료에 비해 모든 조건에서 당화율이 2 배 이상 증가하는 
것으로 나타났다. 과산화수소 공정은 개미산 공정과 비교하여 리그닌의 
분획률이나 효소 당화율은 비교적 대등한 것으로 나타났지만 
셀룰로오스의 순도와 수율 면에서 개미산 전처리법에 비해 낮은 결과를 
보였다. 그러나 반응 조건이 덜 가혹하고 공정이 비교적 간단하다는 
점은 개미산 전처리법에 비해 장점으로 생각된다. 그러나 본 연구 
결과만을 가지고 두 공정의 우열을 가리기에는 부족하며, 두 방법 모두 
연구 초기 단계에 있음을 고려한다면 향후 공정 조건의 최적화를 위한 
추가적인 실험이 진행되어야 할 것으로 보인다. 
본 연구에서는 목질 성분의 화학적, 구조적 변화를 통한 효소 당화율 
향상뿐만 아니라 각 목질 성분 별 분획의 개념을 도입하여 개개의 
전처리 공정에 대해서뿐만 아니라 각 공정을 연결한 통합 공정에 
대해서도 종합적으로 고찰하였고, 전 단계의 시료를 다음 단계의 
원료로 이용하는 단계별 전처리를 실시하였다. 이를 통해 결론적으로 
그림 5-1 과 같은 백합나무의 분획 및 전처리 공정을 제안하였다. 
그러나 여전히 개개의 공정 별로 많은 부분에서 보완 및 개선해야 할 
점들이 남아 있다. 개미산과 과산화수소 탈리그닌 공정에 대해서는 
반응 변수들에 대한 추가 실험을 통한 반응 조건의 최적화가 과제로 
남아 있다. 또한 분획된 각 성분으로부터 불순물을 제거하기 위한 분리 
공정이나 물질의 순도 증가를 위한 노력도 필요하다. 나아가서는 
리그닌과 같이 활용도가 상대적으로 떨어지는 물질을 초임계 유체 공정 
등을 이용하여 고부가가치화 시키는 연구도 이루어져야 한다. 이러한 
노력들이 더해진다면 경제성이 갖춰진 바이오매스 기반 사회가 좀 더 
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In recent years, concerns about environmental problems have been 
raised and depletion of crude oil has been issued all over the world. A 
variety of efforts has been attempted to overcome the limit of the 
traditional petroleum-based industry. Biomass has been considered as a 
promising alternative resource since it can satisfy the demand for a 
source of the alternative energy as well as raw materials of both 
commodity and specialty chemicals. The sugars obtained from biomass 
can be converted into fuel such as bio-ethanol through the 
fermentation process. The biomass derived materials even can be a 
source of plastics through chemical and biological treatments. 
Lignocellulosic biomass is the most abundant natural resource on earth, 
which primarily consists of three natural polymers; cellulose, 
hemicellulose, and lignin. However, there is a hurdle for the efficient 
utilization of lignocellulosic biomass without any pretreatment due to 
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its complex microstructure and various components. Thus, 
pretreatment of lignocellulosic biomass is a crucial step for increasing 
the efficiency of further processing such as saccharification and 
fermentation. 
In this work, development of a novel integrated pretreatment process 
has been attempted to enhance enzymatic digestibility and to 
fractionate lignocellulosic components. A subcritical water pretreatment 
process was introduced to isolate hemicellulose, and a formic acid and 
a hydrogen peroxide pretreatment process were applied for 
delignification and cellulose purification. Performance of each 
individual pretreatment method and their combination was investigated. 
The pretreated samples were analyzed by both quantitative and 
qualitative methods and saccharified by enzymatic hydrolysis.  
As a first stage, subcritical water pretreatment was performed to 
isolate hemicellulose from tulip tree sawdust under various conditions. 
Various physicochemical features and enzymatic digestibility of the 
pretreated products can be correlated with the severity factor. The 
characteristics of the pretreated solids according to the pretreatment 
severity were strongly related with the glucose yield. The removal of 
structural barriers such as hemicellulose to the enzyme attack was the 
dominant factor affecting enzyme accessibility to the substrate. As a 
second stage, the formic acid pretreatment and hydrogen peroxide 
pretreatment were performed each other to fractionate lignin from the 
subcritical water pretreated solids. The solid samples obtained from 
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both methods were assessed quantitatively as well as qualitatively, and 
further hydrolyzed to monomeric sugars by enzymatic hydrolysis. 
Hemicellulose and lignin can be fractionated in high yield from the 
lignocellulosic biomass by the two-stage sequential pretreatment 
process. In addition, the remained solids, which mainly consist of 
cellulose, showed substantially increased glucose yield compared with 
the substrate from single stage pretreatment. When comparing both 
delignification processes, the formic acid process was a bit favorable to 
the hydrogen peroxide process in terms of degree of delignification, 
cellulose purity, and enzymatic digestibility. However, the formic acid 
process has some disadvantages such as additional treatment for 
deformylation and more severe reaction conditions. 
Based on the results of this study, a scheme of integrated 
lignocellulosic biomass pretreatment process was suggested to enhance 
enzyme digestibility and to fractionate lignocellulosic components. 
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